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  RESUMEN  
 
 
La vía de señalización que componen las proteínas RAS/RAF/MEK/ERK regula aspectos 
celulares esenciales como la diferenciación, proliferación o migración celular, siendo una de las 
cascadas más desreguladas en cáncer. La función de los componentes de esta ruta está 
finamente regulada por una gran variedad de proteínas, entre las que se encuentran proteínas 
adaptadoras/andamio como Sur8, en la que se ha centrado nuestro trabajo. Sur8 (también 
denominada Shoc2) es una proteína conservada con repeticiones ricas en leucina que actúa 
como un regulador positivo de la cascada mediante su interacción con RAS, promoviendo la 
activación de RAF.   
Con el objetivo de profundizar en la importancia de la función de Sur8 como regulador de 
la vía RAS/RAF/MEK/ERK, en esta tesis doctoral hemos analizado su papel en diferentes 
procesos celulares, observando que la reducción en la expresión de Sur8 por silenciamiento 
génico, incrementa la adherencia y disminuye la proliferación de células HUVEC in vitro, 
afectando también a su viabilidad. Por otro lado, el silenciamiento de Sur8 en células HeLa 
reduce dramáticamente su movilidad celular inducida por diferentes estímulos. Siguiendo una 
aproximación proteómica, combinada con estudios bioquímicos y de microscopía, hemos 
identificado una posible nueva función de Sur8 en el núcleo celular relacionada con la 
transcripción y el procesamiento del pre-mRNA. 
Para el estudio de los efectos fisiológicos derivados de la supresión de Sur8 in vivo, hemos 
generado líneas de ratones KO condicionales con el exón 2 de Sur8 flanqueado por secuencias 
LoxP y la recombinasa Cre bajo control de promotores específicos de tejido. El análisis de los 
animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+, KOs para Sur8 en epidermis, muestra como Sur8 es esencial para 
la regulación de la vía RAS/RAF/MEK/ERK en epidermis in vivo, ya que su deleción resulta en 
hiperplasia epidérmica, alteraciones en el ciclo del pelo y una fuerte reacción inflamatoria, 
junto con una dramática disminución de la fosforilación de ERK. Además, los primeros 
resultados obtenidos en animales adultos KO constitutivos para Sur8 (Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 
T/+) tras tratamiento con tamoxifeno, muestran la aparición de fenotipos relacionados con un 
envejecimiento prematuro (encanecimiento, hipoactividad, aumento de peso…).  
Estos nuevos modelos de ratón ofrecen la oportunidad de profundizar en los mecanismos 
moleculares y celulares por los cuales Sur8 puede regular distintos procesos in vivo. Además, el 
desarrollo de este estudio puede dar lugar a nuevas estrategias clínicas usando Sur8 como 
marcador o como diana terapéutica en el tratamiento de distintas patologías, incluyendo el 




































  ABSTRACT  
 
 
The signaling pathway RAS/RAF/MEK/ERK regulates essential cellular functions such as 
differentiation, proliferation or cell migration, and is one of the most dysregulated signaling 
cascades in human cancer. The function of the core proteins of this pathway is tightly 
regulated by a large variety of regulators including scaffold proteins like Sur8, the focus of our 
study. Sur8 (also called Shoc2), is a conserved leucine-rich repeats protein which acts as a 
positive regulator of this pathway through interaction with RAS, promoting RAF activation. 
In order to study the importance of the role of Sur8 as a regulator of the 
RAS/RAF/MEK/ERK pathway, in this thesis we have analyzed its role in various cellular 
processes, noting that the reduction in the expression of Sur8 by gene silencing, increases 
adhesion and decreases proliferation of HUVEC cells in vitro, affecting their viability. 
Furthermore, Sur8 silencing in HeLa cells dramatically reduces cell mobility induced by 
different stimuli. Following a proteomic approach, combined with biochemical and microscopy 
studies, we have identified a potential new function of Sur8 in the cell nucleus related to 
transcription and pre-mRNA processing. 
To study the physiological effects derived from the lack of Sur8 gene expression in vivo, 
we have generated several conditional KO mouse lines carrying exon 2 of Sur8 gene flanked by 
LoxP sequences and a Cre recombinase under control of a tissue-specific promoters. The 
analysis of animals Sur8flox/flox;K5-CRET/+, KOs for Sur8 in epidermis, shown that Sur8 is essential 
for the regulation of the RAS/RAF/MEK/ERK pathway in epidermis in vivo  because its deletion 
results in epidermal hyperplasia, alterations in the hair cycle and a strong inflammatory 
reaction, with a dramatic ERK phosphorylation decrease. Moreover, the first results obtained 
in constitutive KO adult animals (Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+) after treatment with tamoxifen, 
shows the appearance of phenotypes associated with premature aging (graying, hypoactivity, 
increase of weight...).  
The generation of these new mouse models provides an opportunity to clarify molecular 
and cellular mechanisms by which Sur8 could regulate different processes in vivo. Also, this 
knowledge can open new therapeutic strategies that employ Sur8 as a biomarker or 
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AKT/PKB Proteína quinasa B (Protein kinase B) 
BCC   Carcinoma de células basales (Basal cell carcinoma) 
CDK  Quinasas dependientes de ciclinas (Cyclin-dependent kinases) 
cDNA  Ácido desoxirribonucleico complementario (Complementary desoxy ribonucleic acid) 
CreERT2  Recombinasa Cre cuya actividad es inducible por tamoxifeno, por fusión con 
una forma mutada del receptor de estrógenos.  
CS  Suero de ternero bovino 
DAPI   4',6-diamino-2-fenilindol 
ECM   Matriz extracelular (Extracellular matrix) 
EdU   5-etinil-2'-desoxiuridina 
EGF   Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor) 
EGFR   Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor receptor) 
EM  Espectrometría de masas  
ERK 1/2/5 Extracellular signal-regulated kinases 1/2/5 
ESC  Célula madre embrionaria (Embryonic stem cell) 
FGF   Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor) 
FGFR  Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor receptor) 
Flox  Abreviatura de flanked by loxP: región crítica de un gen diana con secuencias 
loxP a cada lado que serán reconocidas por la Cre recombinasa.  
FLP  Enzima recombinasa Flipase  
FS   Suero bovino fetal  
GAP  Proteína activadora de la actividad GTPasa (GTPase-activating protein) 
GEF   Factor de intercambio de nucleótidos de guanina (Guanine nucleotide exchange factor) 
GFP   Proteína verde fluorescente (Green fluorescent protein) 
GPCR  Receptor acoplado a proteínas G heterotriméricas (GTP coupled receptor) 
H&E  Hematoxilina y eosina 
HEK 293T Células embrionarias de riñón humano (Human embrionic kidney) 
HeLa   Células de Henrietta Lacks 
HRP  Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 
HUVEC   Células endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical (Human umbilical vein   
endothelial cells) 
IF  Inmunofluorescencia 
IHQ  Inmunohistoquímica 
IL-6  Interleuquina 6 




IRS  Vaina radicular interna (inner root sheath) 
JNKs   Jun amino-terminal kinases 
K 1/5/6/10/14   Queratinas 1/5/6/10/14 (Keratin 1/5/6/10/14) 
KO  Knock-out 
KO-First  KO-First-Reported Tagged Insertion 
KSF  Keratinocyte-serum free media  
KSR  Kinase suppressor of Ras 
LRR  Dominio rico en repeticiones de leucina (Leucine-rich repeats) 
MAPK   proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-activated protein kinases) 
MAPKK  MAP quinasa quinasa (Mitogen-activated protein kinase kinase) 
MAPKKK MAP quinasa quinasa quinasa (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase) 
MEM   Minimun essential media 
MTOC   Centro organizador de microtúbulos (Microtubule-organizing center) 
NEO   Neomicina 
NES   Secuencia de exportación nuclear (Nuclear exportation sequence) 
NGF  Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor) 
NLS  Secuencia de localización nuclear (Nuclear localization sequence) 
O/N  Overnight 
OCT  Temperatura óptima de corte (Optimal cutting temperature) 
ORS  Vaina radicular externa (Outer root sheath) 
P38   Stress-activated protein kinases 
PAK1   p21-activated kinase 1 
PCNA  Antígeno nuclear asociado a células proliferativas (Proliferating cell nuclear antigen) 
PP1  Proteína fosfatasa 1 (Protein phosphatase 1) 
PP2A   Proteína fosfatasa 2A (Protein phosphatase 2A) 
qRT-PCR PCR reversa cuantitativa  
RE  Retículo endoplasmático 
RTK   Receptor con actividad tirosina quinasa (Receptor tyrosine kinase) 
S1P  Esfingosina-1-fosfato (Sphingosine-1-phosphate) 
SCC  Carcinoma de células escamosas (Squamous cell carcinoma) 
SDF-1   Factor 1 derivado de células del estroma (Stromal cell-derived factor-1) 
SH 2/3   Dominio 2/3 de homología a Src 
siRNA  Small/short interfering RNA 
snRNPs  Ribonucleoproteínas nucleares pequeñas (Small nuclear ribonucleic particles) 
snoRNPs            Ribonucleoproteínas nucleolares pequeñas (Small nucleolar ribonucleic particles) 
ABREVIATURAS 
      
5 
 
SPF  Animalario libre de patógenos específicos (Specific pathogen free)  
Sur8/Shoc2  Supressor of Ras mutation 8 
Sur8Δep   Deleción específica de Sur8 en queratinocitos epidérmicos   
T/+  Contiene el transgén que codifica la Cre recombinasa  
TGFα  Factor de crecimiento transformante α (Transforming growth factor) 
TST   Tail suspension test 
TNFα  Factor de necrosis tumoral α (Tumor necrosis factor α) 
TSLP  Linfopoyetina estromal tímica (Thymic stromal lymphopoietin) 
UBC  Ubiquitina C 
VEGF   Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor) 
WB   Western-blot 
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1.  LAS VÍA S DE SE ÑALIZA CI ÓN MAPK 
 
Las células de nuestro organismo, a lo largo de la vida, se exponen a una gran cantidad de 
estímulos externos que favorecen distintas respuestas celulares. Las vías de señalización de las 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), muy conservadas entre los eucariotas, 
son claves para inducir una amplia variedad de respuestas celulares como las de supervivencia, 
crecimiento, proliferación, diferenciación, migración, senescencia y apoptosis. Asimismo, las 
MAPKs juegan un papel muy importante en diferentes patologías, incluyendo el cáncer. 
En mamíferos, diferenciamos tres familias de MAPKs: JNKs (Jun amino-terminal kinases), 
p38 (Stress-activated protein kinases) y ERK (Extracellular signal-regulated kinases) (Fig. I-1). El 
módulo JNK se activa por estrés ambiental (radiación ionizante, calor, estrés oxidativo y daño 
al DNA) y citoquinas inflamatorias, así como por factores de crecimiento. Ejerce un importante 
papel en la apoptosis, en la inflamación y en el metabolismo celular (Weston and Davis, 2007). 
Del mismo modo que JNK, el módulo p38 se activa intensamente por estrés ambiental y 
citoquinas inflamatorias, contribuyendo en procesos de inflamación, apoptosis, diferenciación 
y control del ciclo celular (Ono and Han, 2000). Por otro lado, la familia ERK puede dividirse en 
las clásicas ERK1/2 y otras ERK como ERK5. La vía de señalización de ERK1/2 responde a 
factores de crecimiento y mitógenos, induciendo respuestas relacionadas con crecimiento 
celular y diferenciación, entre otras (Morrison, 2012). 
 
FIGURA I-1. FAMILIA DE LAS MAPKS. Esquema de la señalización de las principales quinasas que componen 
esta familia. La llegada de diferentes estímulos, posibilita la activación de una serie de quinasas que 
fosforilan en cadena a otras quinasas hasta activar a las MAPK: ERK1/2, p38/JNK y ERK5. La fosforilación 
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La Figura I-1 resume el funcionamiento de las vías MAPK clásicas: la llegada de estímulos 
a la superficie celular, desencadena la activación de una cascada de fosforilaciones que 
comienza con las proteínas MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK, MEKK o MAP3K), que 
fosforilarán a su vez las proteínas MAP quinasa quinasa (MAPKK, MEK) y que, por último, 
activarán a la correspondiente MAPK por fosforilación de la secuencia conservada TXY 
(treonina-X-tirosina), aunque también existen otras MAPK atípicas en las que no aparece este 
motivo. Una vez activadas, las MAPK activarán por fosforilación a proteínas diana en el citosol 
y en el núcleo, donde su translocación regulará la transcripción de determinados genes, dando 
lugar a una respuesta celular concreta (Morrison, 2012). 
 
 
2.  LA RUTA  RAS/RAF/MEK/ERK 
 
La ruta de señalización para activar ERK1/2 es, actualmente, la mejor caracterizada de las 
vías MAPK. Desempeña un papel esencial en el control de la proliferación y diferenciación 
celular en condiciones fisiológicas, por lo que fallos en su funcionamiento contribuyen a la 
aparición de diversas patologías y a la progresión tumoral (Dhillon et al., 2007). Por esta razón, 
esta ruta ha sido y sigue siendo, objeto de numerosas investigaciones para identificar 
componentes susceptibles de ser utilizados como dianas terapéuticas (Roberts and Der, 2007). 
 
2.1 FACTORES DE CRECIMIENTO Y RECEPTORES CON ACTIVIDAD TIROSINA QUINASA   
La ruta canónica de activación de ERK, RAS/RAF/MEK/ERK, es inducida por factores de 
crecimiento (FGF, EGF, VEGF, NGF), hormonas o citoquinas, que se unen a receptores de la 
superficie celular como los receptores con actividad tirosina quinasa (RTKs), receptores 
acoplados a proteínas G heterotriméricas (GPCR) o integrinas, iniciando la cascada de 
activación. Concretamente, la familia de RTKs se caracteriza por poseer actividad tirosina 
quinasa intrínseca, a partir de la cual se activan distintas rutas de señalización. En su estructura 
diferenciamos un dominio extracelular al que se unirán los distintos ligandos, un dominio 
hidrofóbico transmembrana y un dominio citoplasmático con la actividad tirosina quinasa (Fig. 
I-2). Tras la unión de ligandos específicos al dominio extracelular, se induce la dimerización de 
estos receptores, lo que estimula su actividad tirosina quinasa produciendo auto y trans-
fosforilaciones de tirosinas de la región citoplasmática, que servirán como puntos de anclaje 
para proteínas implicadas en la vía RAS/RAF/MEK/ERK (Warren and Landgraf, 2006; McKay and 
Morrison, 2007). 
INTRODUCCIÓN 




FIGURA I-2. ESTRUCTURA DE DIFERENTES SUBFAMILIAS DE RTKS. Esquema de los dominios que conforman varios 




Por la implicación que tienen en nuestro estudio, nos centraremos particularmente en:   
2.1.1 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 
Uno de los RTKs mejor caracterizados es el EGFR o ErbB1, glicoproteína integral de 
membrana de 170 kDa que pertenece a la familia de receptores ErbB (EGFR/ErbB-1, HER2/c-
neu/ErbB-2, HER3/ErbB-3 y HER4/ErbB-4). Su activación se produce mediante la unión de 
ligandos específicos como EGF y TGFα (Factor de crecimiento transformante α), entre otros, y 
es clave para regular las funciones de una gran variedad de células y tejidos de origen 
ectodérmico o mesodérmico. La dimerización y activación del EGFR estimula su actividad 
tirosina quinasa intrínseca fosforilando varios residuos del dominio citoplasmático (Y992, 
Y1045, Y1068, Y1148 y Y1173). También, en este dominio, existe una región con sitios de 
fosforilación serina/treonina, necesarios para modular la actividad del receptor. Las 
fosforilaciones en tirosina provocan la unión de proteínas de señalización que se asocian por 
dominios de unión a fosfotirosina de homología a Src (SH2), como la proteína GRB2 (van der 
Geer and Pawson, 1995; Koch et al., 1991). Una vez unida al receptor, GRB2 interaccionará 
mediante dos dominios de homología a Src con regiones específicas ricas en prolinas (SH3) 
(como las presentes en la proteína SOS), facilitando la activación de la GTPasa RAS, clave en la 
activación de la cascada RAF/MEK/ERK (Lowenstein et al., 1992). Además, EGFR activo puede 
unir otras moléculas con dominios SH2 como Shc o la fosfolipasa C gamma. Las principales 
cascadas de transducción de señales inducidas por EGFR son RAS/RAF/MEK/ERK y PI3K/AKT 






























proliferación, diferenciación, migración, adhesión y prevención/inducción de apoptosis (Zhang 
et al., 2007). En diversos estudios con ratones deficientes en EGFR se muestra como, 
dependiendo del fondo genético, mueren durante la gestación por defectos en la placenta o 
sobreviven unos días tras el nacimiento (hasta el día 20 postnatal) presentando multitud de 
defectos en la piel, riñón, cerebro, hígado, hueso, tracto gastrointestinal y pulmones 
(Miettinen et al., 1995; Sibilia and Wagner, 1995; Threadgill et al., 1995) 
 
2.1.2 Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) 
La familia FGFR consta de cuatro miembros (FGFR1-FGFR4). Todos ellos tienen una región 
extracelular con tres dominios de tipo inmunoglobulina a los que se unen los ligandos, una 
porción transmembrana en hélice- y un dominio quinasa intracelular con la característica 
actividad tirosina quinasa (Fig. I-2). Estos receptores interactúan con la familia de ligandos FGF, 
compuesta por 22 miembros, poniendo en marcha una cascada de señales que influyen en la 
mitogénesis y la diferenciación celular de una gran variedad de células de origen mesenquimal, 
neuronal y epitelial. El FGFR2, uno de los FGFR más estudiados, presenta dos isoformas 
(FGFR2IIIb y FGFR2IIIc) generadas por splicing alternativo del exón correspondiente al tercer 
dominio tipo inmunoglobulina. El FGFR2IIIb se encuentra, predominantemente, en los tejidos 
ectodérmicos y en el revestimiento endotelial de los órganos (Ohuchi et al., 2000; Petiot et al., 
2003). El FGFR2IIIc se encuentra en el mesénquima, incluyendo los huesos craneofaciales. 
Estas isoformas difieren en su unión a los diferentes FGFs: FGFR2IIIb se une a FGF 1/3/7/10/22, 
mientras que FGFR2IIIc se une a FGF 1/2/4/6/8/9/17/18. Una vez activados, estos receptores 
sirven de unión para proteínas adaptadoras, como FRS2, que continuarán con la cascada de 
señalización RAS/RAF/MEK/ERK. Están involucrados en numerosos procesos biológicos como 
cicatrización, hematopoyesis y angiogénesis (Eswarakumar et al., 2005; Presta et al., 2005). En 
los ratones knock-out (KO) para Fgfr2 el desarrollo embrionario se interrumpe en el estadio 
10.5 por problemas en la formación de la placenta y defectos múltiples en la organogénesis, 
que incluyen la ausencia de los primordios que darán lugar a las extremidades (Xu et al., 1998). 
 
2.2 FAMILIA DE PROTEÍNAS RAS (PROTEÍNAS G MONOMÉRICAS) 
Un gran número de receptores de superficie celular o receptores de matriz extracelular 
(ECM) como las integrinas, transmiten sus señales a través de la familia de proteínas RAS para 
activar la cascada RAF/MEK/ERK. Las proteínas RAS son de pequeño tamaño y poseen 
actividad GTPasa intrínseca, aunque poco eficiente. Esta capacidad enzimática las hace oscilar 
entre su unión a GDP (estado inactivo), y su unión a GTP, estado en el que pueden unir y 
activar distintos efectores (Ehrhardt et al., 2002). Sin embargo, se necesita la interacción 
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directa con proteínas reguladoras para que la velocidad de hidrólisis sea óptima. Las proteínas 
activadoras de la actividad GTPasa o GAPs (por ejemplo, p120GAP, NF1, GAP1-like) favorecen 
la hidrólisis de GTP a GDP, mientras que las proteínas intercambiadoras de nucleótidos de 
guanina o GEFs (como SOS, RAS-GRF, RAS-GRP) promueven el paso de RAS-GDP a RAS-GTP 
(Rojas et al., 2012).  
La subfamilia de proteínas RAS se divide en 5 grupos que engloban a 13 miembros        
(Fig. I-3). El primer grupo identificado se compone de 3 genes que codifican 4 proteínas de 21 
kDa de masa molecular (H-RAS, N-RAS, K-RAS4A y K-RAS4B generadas por splicing alternativo). 
Los miembros de los otros grupos: M-RAS, TC21, R-RAS, RAP y RAL, comparten una identidad 
del 40-50% con las proteínas H-, N- y K-RAS (Wennerberg et al., 2005).  
 
FIGURA I-3. ÁRBOL FILOGENÉTICO DE LA 
SUBFAMILIA RAS. Se muestran, en 
diferentes colores, los grupos en 
los que se divide la subfamilia de 
proteínas RAS. Imagen modificada 




Estudios de disrupción génica en ratón demostraron que solo K-Ras es esencial para el 
desarrollo embrionario. Ratones deficientes en los genes H- y/o N-Ras nacen y crecen de 
forma normal (Umanoff et al., 1995; Esteban et al., 2001), mientras que los ratones sin K-Ras 
ven interrumpida su gestación a los 12-14 días debido a defectos cardíacos (Koera et al., 1997). 
Sin embargo, la inserción de la secuencia del gen H-RAS humano bajo el promotor de K-Ras, 
recupera el desarrollo normal en los ratones KO para K-Ras, sugiriendo que las funciones de 
estas proteínas son solapantes durante el desarrollo embrionario (Johnson et al., 1997; 
Nakamura et al., 2008).  
 
2.2.1 Distribución subcelular de las proteínas RAS 
Las isoformas de la subfamilia RAS comparten el 100% de identidad de aminoácidos en 
los primeros 85 residuos del extremo N-terminal y un 90% en la región intermedia, por lo que 
la región hipervariable en el extremo C-terminal es fundamental para definir las diferentes 
localizaciones de estas proteínas y sus diversas funciones (Fig. I-4) (Hancock, 2003). Las 
proteínas RAS pueden ejercer su función desde una gran variedad de membranas 





(RE) tiene lugar la farnesilación de un residuo de cisteína conservado y en el aparato de Golgi 
tiene lugar una palmitoilación (excepto en  el caso de K-RAS4B). Estas modificaciones, anclan 
diferencialmente a las isoformas RAS en diferentes microdominios de la membrana plasmática 
y sistemas de endomembranas (Prior and Hancock, 2001; Arozarena et al., 2011; Plowman and 
Hancock, 2005). 
 
FIGURA I-4. REGIÓN HIPERVARIABLE DE LAS PROTEÍNAS RAS Y MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES. En la imagen se 
muestra la secuencia de aminoácidos y los residuos clave que componen la región hipervariable de cada 
una de las isoformas RAS. También, se indican las modificaciones lipídicas que tienen lugar en cada una 
de ellas: farnesilación (residuos en color verde) y palmitoilación (residuos en color rojo). Imagen 
modificada de Prior and Hancock, 2001. En color azul se muestra el dominio polibásico rico en lisinas de 
K-RAS4B. 
 
En la membrana plasmática, podemos encontrar a H-RAS en balsas lipídicas (región  rica 
en esfingolípidos y colesterol) y en membrana desorganizada (enriquecida en lípidos como la 
fosfatidilcolina) (Prior et al., 2003); N-RAS solo se detecta en balsas lipídicas no caveolares, y K-
RAS4B se localiza exclusivamente en membrana desorganizada (Philips, 2005). Las proteínas H 
y N-RAS se dirigen a membrana plasmática a través del transporte vesicular. Sin embargo, K-
RAS4B se desplaza directamente desde el RE a través de microtúbulos, gracias a la interacción 
de su dominio polibásico con la proteína del citoesqueleto tubulina (Chen et al., 2000). En el 
sistema de endomembranas, encontramos estas proteínas en endosomas, RE, mitocondria y 
aparato de Golgi (Gomez and Daniotti, 2005; Philips, 2005; Rebollo et al., 1999; Arozarena et 
al., 2004). 
Entre los principales efectores de RAS-GTP encontramos RAF, PI3K, RAL-GDS y TIAM-1, 
proteínas involucradas en el control de la proliferación, supervivencia, apoptosis y migración 
celular (Rajalingam et al., 2007). Sin embargo, la distribución subcelular de las diferentes 
isoformas favorece su interacción con determinados efectores o reguladores, lo cual puede 
influir sobre el tipo, duración e intensidad de la señal mediada por RAS. Por ejemplo, K-RAS 
tiene preferencia por la unión a RAF, mientras que H-RAS favorece la activación de PI3K 
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2.3 LA PROTEÍNA MAPKKK RAF, EFECTOR DE RAS 
Como hemos visto anteriormente, RAS-GTP es capaz de inducir la activación de distintas 
rutas de señalización entre las que se encuentra la vía RAF/MEK/ERK, a través de su 
interacción con la quinasa RAF. Las 3 isoformas descritas de RAF (A-RAF, B-RAF y C-RAF/RAF-1) 
poseen una estructura similar con tres zonas conservadas (Fig. I-5). En el extremo N-terminal, 
encontramos una región  constituida por un domino de unión a RAS y un dominio rico en 
cisteína (CR1), responsable del reclutamiento de RAF a la membrana, primer paso para su 
activación. La segunda zona (CR2) contiene sitios de unión a proteínas reguladoras y en el 
extremo C-terminal  se encuentra la tercera región conservada con el centro catalítico (CR3). 
Entre CR2 y CR3 existe una región con carga negativa (Región N), la cual es crítica para la 
regulación de la actividad entre las distintas isoformas. Además, en las 3 isoformas, existen 
numerosos residuos no conservados sujetos a fosforilación que son claves para la modulación 
de las funciones de estas proteínas (Wellbrock et al., 2004; O'Neill and Kolch, 2004).  
 
FIGURA I-5. ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS RAF. Las tres isoformas comparten regiones conservadas: CR1, 
CR2 y CR3. CR3 contiene el centro catalítico con el segmento de activación (naranja). Se destacan los 
sitios de fosforilación de cada isoforma. La serina 338 de C-RAF está conservada (S299 en A-RAF y S445 
en B-RAF) pero está constitutivamente fosforilada en B-RAF (estrella roja). D448 (rectángulo rosa) y 
S445, son responsables de la alta actividad basal de B-RAF. CRD: dominio rico en cisteína. RBD: dominio 
de unión a RAS. Modificado de Wellbrock et  al., 2004. 
 
Aunque todas las proteínas RAF pueden unir RAS y fosforilar a MEK1/2, la actividad y 
distribución de estas proteínas difiere según la isoforma: C-RAF (72-74 kDa) se expresa de 
forma ubicua; A-RAF (68 kDa) presenta la menor actividad quinasa, mostrando su expresión 
más elevada en órganos urogenitales; B-RAF genera, al menos, 10 proteínas diferentes (75-100 







































RAF es la isoforma que induce mayor activación de ERK in vivo y destaca en cáncer por ser el 
gen RAF más mutado en tumores humanos (Emuss et al., 2005). Además, B-RAF y C-RAF 
pueden interaccionar entre sí y, tras estimulación, es el heterodímero B-RAF/C-RAF quien 
presenta mayor actividad (Rushworth et al., 2006). De hecho, algunas mutaciones encontradas 
en tumores favorecen la formación de estos heterodímeros B-RAF/C-RAF (Wellbrock et al., 
2004; Cseh et al., 2014). 
Además de las proteínas MEK1/2 como principales efectores, las serina/treonina quinasas 
RAF poseen otros sustratos. Se ha demostrado, por ejemplo, que C-RAF es capaz de activar el 
factor de transcripción NF-kB (Li and Sedivy, 1993), implicado en supervivencia celular. 
También, se han propuesto como sustratos de C-RAF la fosfatasa CDC25 (Galaktionov et al., 
1995) y la proteína del retinoblastoma Rb (Wang et al., 1998), ambos reguladores del ciclo 
celular. Otros estudios relacionan C-RAF con apoptosis, por su unión con BAG-1 y BCL-2, 
proteínas anti-apoptóticas (Wang et al., 1996). Por otro lado, uno de los efectores más 
interesantes de B-RAF es el propio C-RAF. Mutantes de B-RAF que son incapaces de activar 
MEK in vitro, si lo hacen in vivo estimulando la actividad de C-RAF (Wan et al., 2004). 
Estudios genéticos en modelos murinos han demostrado que las proteínas RAF 
desempeñan funciones no redundantes durante el desarrollo: ratones KO para A-RAF mueren 
a los 7-21 días después del nacimiento a causa de defectos gastrointestinales y neurológicos 
(Pritchard et al., 1996). Los animales KO para B-RAF o C-RAF mueren en el estadio embrionario 
10.5-12.5, en el caso de B-RAF por defectos vasculares que incluyen la apoptosis de células 
endoteliales diferenciadas y, en el caso de C-RAF, a causa de anomalías en la placenta y 
apoptosis en el hígado fetal (Wojnowski et al., 1997; Mikula et al., 2001). 
 
2.3.1 Regulación funcional de RAF por procesos de fosforilación/desfosforilación 
El proceso de activación de las isoformas RAF es complejo y comprende fenómenos de 
oligomerización, unión a otras proteínas, cambios conformacionales y procesos de 
fosforilación y desfosforilación que regulan su actividad (Marais et al., 1995). En la Tabla I-1 y 
en la Figura I-5 anterior, se muestran las fosforilaciones que pueden regular positiva o 
negativamente la activación de C-RAF. En el caso de B-RAF, la serina 445 (S338 en C-RAF) está 
constitutivamente fosforilada y, junto con D448 y D449, contribuye a su alta actividad basal al 
quedar cargada negativamente dicha región de forma constitutiva (Mason et al., 1999). 
En la regulación de RAF también son importantes los fenómenos de desfosforilación. Las 
proteínas fosfatasas 1 (PP1) y 2A (PP2A) juegan un papel clave en la regulación positiva de la 
activación de RAF por desfosforilación de la serina 259 (Cohen, 2002; Raabe and Rapp, 2003). 
Esta modificación facilita el desplazamiento de la proteína reguladora 14-3-3 y permite la 
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unión entre RAS y C-RAF por el dominio de unión a RAS (Roy et al., 1998; Jaumot and Hancock, 
2001). 






Proteína quinasa A 
Proteína quinasa A 
Proteína quinasa A + AKT/PKB 
 
Wellbrock et al., 2004 
ACTIVADORAS 
S338  
 Y341  
T491 
 S494 
P21-activated kinase1 (Pak1)?  
Src +quinasas de la familia  
desconocida 
desconocida 
Zang et al., 2002 
Mason et al., 1999 
DESFOSFORILACIONES S259 PP1 + PP2A 
Cohen, 2002 
Raabe&Rapp, 2003 
TABLA I-1. PRINCIPALES RESIDUOS CLAVES PARA LA REGULACIÓN DE C-RAF. Resumen de las modificaciones por 
fosforilación y desfosforilación en aminoácidos importantes para la regulación de la actividad de RAF. 
También se indican las enzimas quinasas o fosfatasas responsables de estas modificaciones.  
 
2.4 PROTEÍNAS MAPKK MEK1 Y MEK2, PRINCIPALES EFECTORES DE RAF 
Las proteínas MEK pertenecen a una familia de quinasas con especificidad dual que 
fosforilan residuos de tirosina y de treonina. En células de mamífero, esta familia está 
compuesta por las proteínas MEK1 y MEK2 (45 kDa), con una homología de secuencia del 80% 
y que participan en la activación directa de ERK1/2 (Zheng and Guan, 1993). Para que las 
proteínas MEK se activen completamente se requiere la fosforilación de dos residuos de serina 
muy conservados en el domino de activación (S217 y S221 en MEK1, y S222 y S226 en MEK2), 
por proteínas RAF u otras MAPKKK (Alessi et al., 1994). También es necesaria la fosforilación 
de la serina 298 de MEK1 por PAK1 (Coles and Shaw, 2002; Park et al., 2007).  
 
2.5 PROTEÍNAS MAPK ERK1 Y ERK2 
Las proteínas ERK1 y ERK2 son serina/treonina quinasas de 44 y 42 kDa, respectivamente, 
con una homología del 83% en mamíferos. Ambas proteínas se expresan desde estadios 
tempranos del desarrollo en todos los tejidos y responden prácticamente a los mismos 
estímulos, compartiendo la mayoría de sus funciones. Sin embargo, estudios con ratones KOs 
han mostrado diferencias entre las funciones que realiza cada una de ellas (Lloyd, 2006): los 
ratones KO para ERK1 son viables y fértiles, pero presentan alteraciones en la actividad 
locomotora, en la maduración de los timocitos y en la diferenciación de adipocitos (Bost et al., 
2005; Mazzucchelli et al., 2002; Pagés et al., 1999); por otro lado, los ratones deficientes en 
ERK2 muestran un fenotipo completamente distinto, quedando interrumpida su gestación 
entre los días 6.5-8.5 de desarrollo por fallos en la diferenciación del mesodermo y en el 





Hasta ahora, los únicos activadores conocidos de ERK son las proteínas MEK1/2, que 
interaccionan con el extremo C-terminal de ERK a través del dominio common docking, por el 
que interaccionan también proteínas fosfatasas específicas (Tanoue and Nishida, 2003). Para 
que ERK se active totalmente es necesaria la fosforilación de dos residuos de treonina y 
tirosina localizados dentro del dominio de activación: T202/Y204 en ERK1 y T185/Y187 en 
ERK2. Ambos residuos, separados por un ácido glutámico, se encuentran formando el motivo 
TEY (treonina-ácido glutámico-tirosina) (Ferrell and Bhatt, 1997). Tras su fosforilación, ERK 
dimeriza y puede actuar sobre diferentes sustratos citoplasmáticos o dirigirse al núcleo celular 
(Casar et al., 2008). En el citoplasma puede fosforilar proteínas como MNK1/2, que a su vez 
fosforila a eIF-4E (Waskiewicz et al., 1997; Waskiewicz et al., 1999) o RSK, la cual se trasladará 
al núcleo donde fosforila factores de transcripción como el proto-oncogén c-FOS (Smith et al. 
1999), SRF y CREB. Entre los sustratos nucleares de ERK1/2 se incluyen factores de 
transcripción como Elk-1 (Marais et al. 1993), c-MYC (Cole and Nikiforov, 2006) o c-FOS 
(Chuang and Ng, 1994), que regularán la expresión de muchos genes implicados en 
proliferación, diferenciación, supervivencia o migración (Roberts et al., 2007). Muchos de estos 
sustratos poseen motivos de interacción específicos que facilitan su fosforilación por ERK. 
Además, ERK también es capaz de inducir la regulación negativa de proteínas implicadas en la 
ruta RAS/RAF/MEK, como EGFR o SOS (a través de RSK).  
 
 
3.  PATOLOG ÍA S A SOCIAD AS A LA VÍA  RAS/RAF/MEK/ERK   
 
Debido a las funciones que la ruta RAS/RAF/MEK/ERK desempeña en proliferación, 
diferenciación o migración celular, el correcto funcionamiento de esta vía es clave para el 
desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis del organismo.  
La importancia de esta vía se hace patente por la existencia de alteraciones del desarrollo 
conocidas como síndromes RAS/MAPK o RASopatías, causadas por mutaciones en línea 
germinal de varios de sus componentes (Tidyman and Rauen, 2009; Hernández-Martín and 
Torrelo, 2011). Todos los pacientes comparten un grado variable de retraso mental o 
dificultades de aprendizaje, trastornos cardiacos, dimorfismo facial, macrocefalia, talla baja, 
anomalías cutáneas (pelo corto, rizado y escaso, lesiones hiperplásicas…) y, en algunos casos, 
predisposición al cáncer. En la Tabla I-2 se muestran algunos de estos síndromes y sus 
alteraciones moleculares.  
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TABLA I-2. CARACTERIZACIÓN BIOMOLECULAR DE LAS RASOPATÍAS. Tabla en la que se indican diferentes 
RASopatías y los genes implicados en su etiología. Extraída de Hernández-Martín y Torrelo, 2011.  
 
Por otro lado, esta cascada de señalización es una de las más desreguladas durante la 
transformación celular y la progresión tumoral. Se han descrito una gran variedad de 
mutaciones somáticas oncogénicas en genes cuyos productos intervienen en la cascada de 
señalización (Normanno et al., 2006; Dhillon et al., 2007). En la Figura I-6 se muestran algunos 
ejemplos: las mutaciones activantes en H-, K- y N-RAS suponen el 30% de mutaciones de los 
tumores humanos (Adjei, 2001; Fernández-Medarde and Santos, 2011). B-RAF, por su 
importancia sobre la activación de ERK, es el gen RAF más frecuentemente mutado, 
especialmente en melanoma (Davies et al., 2002; Wan, 2004; Emuss et al., 2005). Todas estas 
alteraciones provocan la desregulación de la proliferación celular facilitando el desarrollo 
tumoral (Robert and Der, 2007; Lawrence et al., 2008).  
Por las consecuencias que supone la desregulación de la vía RAS/RAF/MEK/ERK, su 
estudio tanto en condiciones fisiológicas normales como patológicas, sigue siendo objeto de 
análisis en multitud de laboratorios con el fin de comprender y diseñar estrategias que 





desarrollando gran cantidad de fármacos para tratar una amplia variedad de patologías como 
artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares o inflamatorias y diferentes tipos de 
cáncer. Entre los fármacos que ya se encuentran en uso como tratamiento antitumoral 
destacan el Sorafenib, como inhibidor de RAF y uno de los fármacos más eficaces contra el 
cáncer renal, hepático y de tiroides; Cetuximab, anticuerpo monoclonal empleado para tratar 
cáncer colorrectal y otros tipos de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello; 
también el Gefitinib y Erlotinib, ambos inhibidores de la actividad tirosina quinasa del EGFR, se 
usan en el tratamiento del cáncer de pulmón no microcítico (Robert and Der, 2007). 
 
FIGURA I-6. ACTIVACIÓN ONCOGÉNICA DE LA RUTA RAS/RAF/MEK/ERK. Esquema mostrando algunos de los 
principales componentes de la vía que se han encontrado mutados en tumores humanos. Se indican, 
también, el porcentaje en el que estas mutaciones se encuentran presentes en diferentes tipos de 
cáncer. Imagen modificada de Robert and Der, 2007. 
 
 
4.  REGU LACIÓN DE LA RUTA  RAS/RAF/MEK/ERK  P OR PR OTEÍNA S A DAPTA D ORA S  
 
El mantenimiento de la eficacia y especificidad de la transmisión de señales a través de 
las vías MAPKs, es asegurada por la acción de una gran variedad de proteínas de diferente 
naturaleza, que regulan la función de las proteínas centrales de estas rutas (Kolch, 2000; 
Morrison and David, 2003). Entre estas proteínas, encontramos las adaptadoras/andamio que 
se encargan de dar especificidad espacio-temporal a la cascada de señalización, unir moléculas 








• Cáncer de pulmón de células no microcíticas (10 %)
• Glioblastoma (20%)
Sobrexpresión EGFR:
• Cáncer colorrectal (27-77%)
• Cáncer pancreático (30-50%)
• Cáncer de pulmón (40-80%)
• Cáncer de pulmón de células no microcíticas (14-91%)
Mutación de RAS:
• Cáncer pancreático (90%)
• Cáncer de tiroides papilar (60%)
• Cáncer de colon (50%)
• Cáncer de pulmón de células no microcíticas (30%)
Mutación de B-RAF:
• Melanoma (70%)
• Cáncer de tiroides papilar (50%)
• Cáncer de colon (10%)
*Mutación en cáncer en humanos
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proteínas de este tipo en todos los módulos MAPK, mostrando su importancia en el control de 
la magnitud y duración de las señales, lo que determinará también la respuesta celular 
(Pouyssegur et al., 2002; Ebisuya et al., 2005).  
Durante los últimos años, se han acumulado muchos datos acerca de algunas de las 
proteínas adaptadoras/andamio que participan en la regulación de la vía RAS/RAF/MEK/ERK: 
por ejemplo, MP1 regula la señalización en endosomas uniendo tanto MEK1/2 como ERK1/2 
(Teis et al., 2002); KSR (Kinase Suppressor of Ras), tras la activación de RAS, interacciona 
constitutivamente con MEK y lo dirige a la membrana plasmática, donde coordina el 
ensamblaje del complejo RAF/MEK/ERK favoreciendo la transmisión de la señal (Nguyen et al., 
2002; Ritt et al., 2005); CNK se une a C-RAF y Src formando un complejo trimérico que estimula 
la actividad de RAF (Ziogas et al., 2005). En este proyecto de Tesis doctoral, se ha procedido al 
estudio de la proteína Sur8, que pese a carecer de actividades enzimáticas, modula la ruta 
RAS/RAF/MEK/ERK a través de su función adaptadora y que puede tener un papel relevante en 
diferentes patologías en las que está implicada esta vía de señalización. 
 
4.1 SUR8:  REGULADOR POSITIVO DE LA VÍA RAS/RAF/MEK/ERK 
Sur8/Shoc2 (Suppressor of Ras mutation 8), es una proteína adaptadora de unión a RAS 
que se describió simultáneamente por dos grupos empleando Caenorhabditis elegans como 
organismo modelo (Sieburth et al., 1998; Selfors et al., 1998). Conservada en todos los 
organismos multicelulares y ampliamente expresada, esta proteína actúa como regulador 
positivo de la vía RAS/RAF/MEK/ERK inducida por factores de crecimiento. 
 
4.1.1 Estructura, distribución subcelular y mecanismo de acción 
En su estructura proteica de 582 aminoácidos (63 kDa), Sur8 presenta un dominio N-
terminal rico en lisinas, seguido de 21 dominios ricos en leucina dispuestos en tándem 
(leucine-rich repeats, LRR). Las LRR están compuestas por 20-30 aminoácidos con una 
secuencia consenso (LxxLxLxxNxL; x: cualquier aminoácido) que dan lugar a una estructura 
terciaria en herradura formada por hélices- y láminas-β, que permite la interacción proteína-





FIGURA I-7. ESTRUCTURA DE SUR8. A la izquierda, representación esquemática de los distintos dominios LRR 
característicos de Sur8. El LRR1 está contenido en la secuencia amino terminal, mientras que el LRR21 se 
encuentra en el extremo carboxilo. A la derecha, se muestra la conformación proteica en herradura. 





La distribución subcelular de Sur8 es variable, encontrándose en citoplasma y asociado a 
endosomas tardíos, donde podría ejercer su función potenciadora de la vía RAS/RAF/MEK/ERK. 
Sin embargo, en varias ocasiones se ha señalado su presencia en el núcleo celular (Cordeddu et 
al., 2009; Jeoung et al., 2013), aunque su función en este orgánulo es aún desconocida. La 
región C-terminal de Sur8 se considera responsable de la localización en endosomas tardíos y 
la N-terminal es esencial para la presencia de Sur8 en núcleo (Jeoung et al., 2013).  
 
Para explicar su función reguladora sobre la vía RAS/RAF/MEK/ERK, existen dos modelos:  
- En el primer modelo, Sur8 estaría facilitando la interacción RAS/RAF. Inicialmente, se 
describió la interacción de Sur8 con K- y N-RAS-GTP, y con menor afinidad por H-RAS-
GTP, facilitando a su vez la interacción de estas proteínas con RAF (Li et al., 2000; 
Matsunaga-Udagawa et al., 2010). Este modelo ha ido enriqueciéndose, incluyendo a 
la proteína ERBIN como posible regulador negativo de la vía de ERK al romper la triple 
interacción RAS/Sur8/RAF por unión a Sur8 (Dai et al., 2006). También, se ha 
considerado que además de la forma activa de K- y H-RAS, es necesario el aumento de 
calcio citoplasmático para que esta triple interacción se lleve a cabo, debido a que el 
calcio desplaza la calmodulina que se encuentra bloqueando estas isoformas en estado 
basal (Yoshiki et al., 2010) (Fig. I-8A). 
 
- En el segundo modelo propuesto, se ha descrito que la actuación de Sur8 implica a la 
subunidad catalítica de PP1 y a M-RAS (sobreexpresada en corazón y cerebro, Fig. I-3). 
Este complejo es capaz de desfosforilar la serina inhibitoria de RAF en posición 259, 
consiguiendo así su activación (Rodriguez-Viciana et al., 2006). Recientemente, se ha 
sugerido que M-RAS interacciona con Sur8 por su extremo N-terminal y que la unión 
de Sur8 con RAF es a través de M-RAS, no por unión directa (Fig. I-8B) (Jeoung et al., 
2013). A este modelo también se ha incorporado la proteína SCRIB como regulador 
negativo de la vía de ERK al competir por su unión a PP1 e impedir la triple interacción 
M-RAS/Sur8/PP1 (Young et al., 2013). 
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FIGURA I-8. MECANISMO DE ACCIÓN DE SUR8. Representación esquemática de los dos modelos que explican el 
mecanismo mediante el cual Sur8 podría potenciar la vía de activación de ERK: (A) Modelo clásico 
propuesto por Li y colaboradores junto otras aportaciones (Li et al., 2000; Matsunaga-Udagawa et al., 
2010; Yoshiki et al., 2010), en el que Sur8 estaría formando el triple complejo RAS/Sur8/RAF; (B) Modelo 
expuesto por Rodríguez-Viciana con las últimas contribuciones (Rodriguez-Viciana et al., 2006; Young et 
al., 2013), en el que se muestra la interacción de Sur8 con M-RAS y PP1c. 
 
En diferentes publicaciones se ha analizado si Sur8 podría estar implicado en otras vías de 
señalización diferentes de ERK, como JNK o AKT/PKB, pero el resultado siempre ha sido 
negativo, considerando que la función de Sur8 es exclusiva de la vía de ERK (Li et al., 2000; 
Rodriguez-Viciana et al., 2006).  
 
4.1.2 Función in vivo e implicación en patologías 
Pese a que actualmente se disponen de bastantes datos sobre la función adaptadora de 
Sur8 en la cascada RAS/RAF/MEK/ERK, las consecuencias fisiológicas que se derivan de su 
ausencia, sobreexpresión o mutación siguen siendo aspectos muy poco estudiados hasta la 
fecha. Un trabajo de nuestro grupo, muestra como Sur8 es esencial para modular una 
apropiada activación de ERK inducida por NGF o EGF y la diferenciación de células PC12 (León  
et al., 2014). En estas células, el EGF induce una activación de ERK rápida y transitoria que 
provoca la proliferación de las células y, por el contrario, NGF induce una fosforilación de ERK 
más lenta y sostenida que permite el desarrollo de las neuritas en PC12. En este modelo, Sur8 
promueve la diferenciación en presencia de EGF, ya que su sobreexpresión produce una 
activación de ERK más persistente que origina la diferenciación de las células (León  et al., 
2014). En relación con estos resultados y sobre el papel de Sur8 in vivo, se ha descrito como la 
expresión de Sur8 se va reprimiendo a lo largo de la diferenciación de progenitores neurales 



































reduce el número y tamaño de las neuroesferas aumentando su diferenciación. Sur8, por 
tanto, parece ser un potencial marcador de células madre neurales que previene la 
diferenciación y estimula la capacidad de autorenovación de progenitores neurales, efectos 
dependientes de la vía de ERK (Moon et al., 2011). 
En cuanto a su estudio con modelos animales, se ha descrito que la disrupción génica de 
Sur8 en línea germinal murina, resulta en letalidad embrionaria temprana y absorción parcial 
de los embriones mutantes en estadio 8.5, mientras que la deleción específica de Sur8 en 
células endoteliales da lugar a mortalidad embrionaria tardía, debido a problemas en el 
desarrollo del corazón por una vía independiente de ERK (Yi et al., 2010). 
En relación a Sur8 y distintas patologías, se ha visto como su función parece jugar una 
función crítica en la regulación de la vía RAS/RAF/MEK/ERK, ya que una mutación puntual en el 
codón que codifica la serina en posición 2 está relacionada con una de las RASopatías 
presentadas anteriormente, un tipo de síndrome de Noonan con cabello anágeno suelto 
(Cordeddu et al., 2009; Gripp et al., 2013; Takenouchi et al., 2014). Esta mutación genera un 
sitio aberrante de miristoilación que ancla a Sur8 en membrana, impidiendo su correcta 
función reguladora. Sin embargo, hay controversia respecto a si este cambio de localización 
aumenta la activación de ERK o no (Cordeddu et al., 2009; Galperin et al., 2012). 
Recientemente, se ha descrito una nueva mutación en Sur8 (c.519G>A; p.M173I) ligada a estos 
desórdenes, en el que se ha visto como la proteína mutante posee una reducida capacidad 
para interaccionar con PP1c, dando lugar a una disminución en la actividad de ERK1/2 (Hannig 
et al., 2014). Sobre su implicación en tumorigénesis, se ha encontrado una disminución en la 
expresión de Sur8 en muestras de pacientes de cáncer colorrectal (Piepoli et al., 2012). 
Además, estudios con líneas tumorales muestran como Sur8 es necesario para mantener las 
propiedades malignas de células con RAS mutado como son la inhibición por contacto, la 
proliferación independiente de anclaje a sustrato, la formación de tumores en ratones y la 
migración celular (Young et al., 2013).  
 
5.  LA EPIDERMI S MURI NA C OM O M ODELO DE ESTUDI O DE  LA VÍA 
RAS/RAF/MEK/ERK 
 
Estudios genéticos en ratones han puesto de manifiesto la necesidad de la vía de 
señalización RAS/RAF/MEK/ERK activada por RTKs para el correcto desarrollo y mantenimiento 
de la fisiología de la piel, desempeñando además un importante papel durante la 
tumorigénesis epidérmica. Por ello, la mayor parte del trabajo realizado durante esta tesis 
doctoral sobre el papel de Sur8 in vivo se ha elaborado empleando la epidermis como modelo.  
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5.1 ESTRUCTURA DE LA EPIDERMIS 
En la superficie de nuestro cuerpo, la epidermis y sus apéndices nos proporcionan la 
primera barrera protectora del organismo contra agresiones externas. Subyacente a la 
epidermis, se encuentra la dermis, una matriz de tejido conjuntivo donde se localizan los 
fibroblastos, junto con vasos sanguíneos, canales linfáticos y terminales nerviosos. 
En la epidermis interfolicular, los queratinocitos se organizan formando un epitelio 
estratificado, caracterizado por una serie de capas con distintas capacidades proliferativas, 
grado de diferenciación y por la expresión de marcadores específicos (Fuchs and Green, 1980; 
Sotiropoulou and Blanpain, 2012) (Fig. I-11). En el estrato basal, se encuentran las células 
madre epidérmicas que confieren al tejido su alta capacidad de renovación (8-10 días en el 
caso del ratón) (Lavker and Sun, 1983; Potten and Morris, 1988; Koster and Roop, 2007; 
Koster, 2009; Blanpain and Fuchs, 2009). Estas células expresan de forma característica las 
queratinas 5 y 14 (K5, K14), y son capaces de dar lugar a progenitores no comprometidos y 
queratinocitos comprometidos suprabasalmente. El desplazamiento de estas células hacia la 
capa superior da lugar al estrato espinoso, con presencia de desmosomas entre los 
queratinocitos adyacentes (Franke et al., 1987) y caracterizado por la expresión de marcadores 
de diferenciación temprana como queratina 1 y 10 (K1, K10) o involucrina. En el estrato 
granular, encontramos queratinocitos en diferenciación tardía que sintetizan loricrina o 
filagrina y que poseen característicos gránulos de queratohialina (Resing and Dale, 1991). La 
diferenciación terminal de los queratinocitos resulta en su muerte celular y liberación del 
contenido citoplasmático, dando lugar al estrato córneo (Fuchs, 1990; Candi et al., 2005). Su 
renovación es constante gracias al aporte continuado de células, mientras que las células 
muertas son eliminadas por descamación  (Potts and Francoeur, 1991). 
FIGURA I-11. ESTRUCTURA DE 
LA EPIDERMIS. Esquema de la 
epidermis en el que se 
representan la capa basal 
proliferativa así como los 
diferentes estratos 
suprabasales (espinoso, 
granuloso y córneo). En 
cada uno de los estratos se 
especifican las proteínas 
marcadoras que se 









5.1.1. Morfogénesis de la epidermis murina 
En ratón, la morfogénesis comienza alrededor del estadio 8.5 con una capa de células 
neuroectodérmicas no comprometidas. El compromiso epidérmico comienza alrededor del 
estadio 9.5 con la inducción de la expresión de K5 y K14. Durante el estadio 12.5 las células de 
la capa basal comienzan a dividirse asimétricamente y empieza el proceso de estratificación, 
apareciendo el estrato córneo en el estadio 18.5 (Fuchs, 2007; Simpson et al., 2011). Durante 
los primeros días de vida, la epidermis sufre un proceso de adelgazamiento con pérdida de 
estratos, dando lugar a la epidermis madura alrededor del día 8-10 postnatal (Byrne et al., 
1994). Esta epidermis se caracteriza por poseer uno o dos estratos epidérmicos, además del 
estrato córneo, así como por un bajo nivel proliferativo de las células de la capa basal, 
suficiente para mantener la integridad del tejido.  
 
5.2 UN ANEJO ESPECIALIZADO DE LA EPIDERMIS: EL FOLÍCULO PILOSO 
Los folículos pilosos se forman a través de complejas interacciones moleculares entre el 
epitelio y el mesénquima subyacente (Schneider et al., 2009). Durante el desarrollo, 
determinadas células dérmicas, a través de mediadores solubles, producen una respuesta en el 
epitelio que induce una invaginación epidérmica, origen del futuro folículo. Dicha región 
epidérmica produce una segunda señalización hacia las células subyacentes para que 
organicen una papila dérmica, un conjunto de células especializadas de origen mesenquimal 
que se integrará en la propia estructura folicular regulando la formación, el desarrollo y los 
cambios cíclicos de degeneración/regeneración que sufre el folículo a lo largo de la vida (Fig. I-
12). Alrededor de la papila dérmica se organizará una subpoblación de células epiteliales 
especializadas conocidas como células de la matriz. Ante una última señal producida por la 
papila dérmica, las células de la matriz comenzarán a diferenciar hacia varios subtipos 
celulares organizados concéntricamente que formarán la vaina radicular interna (IRS), vaina 
radicular externa (ORS) y un canal central donde aparecerá una estructura queratinizada, 
origen del pelo (Hardy, 1992).  
Después de las primeras dos semanas de vida postnatal en el ratón, cuando la 
morfogénesis del folículo ya está completada, las primeras células de la matriz degeneran y el 
folículo entra en una fase destructiva por apoptosis, conocida como catagén, que produce una 
regresión del folículo hacia la zona subepidérmica. La porción que permanece entra en fase de 
reposo, denominada telogén. El primer telogén es corto, desde el día postnatal 19 al 21. El 
segundo telogén, sin embargo, dura más de 2 semanas y empieza sobre el día 42, haciéndose 
más largos con la edad. El nuevo crecimiento del pelo (fase de anagén) comienza por acción de 
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señales enviadas por la papila dérmica que estimulan la activación de las células troncales del 
folículo, situadas en el bulge (Millar, 2002; Lee and Tumbar, 2012).  
El bulge, es una protuberancia lateral del folículo donde se localizan estas células 
troncales, caracterizadas por expresión de K15, CD34 y Lgr5. Las células del interior del bulge, 
positivas para K6, se mantienen quiescentes enriquecidas en inhibidores y represores del ciclo 
celular durante la fase telógena. En respuesta a las señales de la papila dérmica estas células 
migran a lo largo de la ORS hasta la matriz, donde darán lugar al nuevo pelo en la capa grasa 
subdérmica.   
 
FIGURA I-12. ETAPAS DEL CICLO FOLICULAR. Representación esquemática de la evolución morfológica que 
sufre un folículo piloso durante las diferentes etapas del ciclo: Anagén o fase de crecimiento del folículo, 
Catagén o fase de destrucción del folículo y Telogén o fase de quiescencia del folículo. A la derecha, se 
observa el esquema de la estructura de un folículo piloso en sección transversal.  
 
5.3 LA VÍA RAS/RAF/MEK/ERK EN EPIDERMIS 
La señalización a través del EGFR desempeña un papel crítico en la fisiología epidérmica y 
el crecimiento del pelo. En la piel adulta, el EGFR está expresado principalmente en los 
queratinocitos basales con capacidad proliferativa, en menor cantidad en los queratinocitos 
suprabasales y también en la ORS del pelo (Sakai et al., 1994). La disminución de la 
señalización por EGFR da lugar a atrofia epidérmica, un descenso en la proliferación de las 
células troncales epidérmicas interfoliculares, alopecia progresiva y diferenciación prematura 
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Janes and Watt, 2006). La deleción de H-, K- y N-RAS en la epidermis murina, resulta en una 
epidermis substancialmente más fina durante el desarrollo embrionario, por cese de la 
proliferación de los queratinocitos y con aparición tardía de marcadores de diferenciación 
(Drosten et al., 2014). Por otro lado, los ratones doble KO para B-RAF y C-RAF en epidermis 
muestran pelo rizado y disperso, seguido de su pérdida progresiva, indicando que tienen 
funciones solapantes regulando el ciclo del pelo (Galabova-Kovacs et al., 2008). La eliminación 
de ambos alelos de MEK1/2 y ERK1/2 en la epidermis murina, da lugar a una disminución en la 
proliferación e hipoplasia, así como reducción en el número de folículos pilosos (Scholl et al., 
2004; Scholl et al., 2007, Dumesic et al., 2009).  
De forma complementaria, la activación constitutiva del EGFR, RAS o componentes de la 
vía RAF/MEK/ERK en epidermis, da lugar a hiperproliferación e hiperplasia epidérmica y una 
disminución en la expresión de marcadores de diferenciación, eventualmente desarrollando 
cáncer piel (Dajee et al., 2002; Tarutani et al., 2003, Scholl et al., 2004; Khavari and Rinn, 2007; 
Scholl et al., 2009; Ehrenreiter et al., 2009; Kern et al., 2011; Kern et al., 2013).   
Estos resultados indican que la señalización EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK es absolutamente 
requerida para un adecuado desarrollo y mantenimiento de la homeostasis epidérmica, así 
como para la correcta progresión del ciclo del pelo. Por esta razón, la epidermis supone un 
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Actualmente, numerosos estudios relacionan a proteínas adaptadoras con procesos de 
proliferación, diferenciación celular y patologías como el cáncer. Nuestra hipótesis es que 
Sur8, por su papel como proteína andamio de la vía RAS/RAF/MEK/ERK, es clave en estos 
procesos. Por ello, en este proyecto de Tesis Doctoral se plantean tres objetivos generales con 
el fin de comprobar, tanto in vitro como in vivo, la importancia de la proteína Sur8 en la 
regulación de la vía RAS/RAF/MEK/ERK: 
 
 
1. Estudiar el papel de Sur8 en procesos celulares como la adhesión, proliferación o 
migración celular.  
 
2. Analizar la importancia de la localización subcelular de Sur8 para ejercer su función 
adaptadora. 
 
3. Investigar los efectos fisiológicos derivados de la supresión in vivo de Sur8: 
a. Generar un modelo de ratón KO condicional de Sur8.  
b. Estudiar la importancia de Sur8 en el desarrollo y en la homeostasis de la 
epidermis murina.  
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1.  PLÁSM ID OS  
 
Como vectores de expresión en eucariotas se emplearon: pCEFL, pMCEF, pCDNAIII y pEF1. 
Todos ellos controlados por el promotor de citomegalovirus, salvo en el caso del pCEFL que 
está dirigido por el promotor del factor de elongación 1α. La mayoría de los plásmidos poseen 
un epítopo (myc, HA o AU5) para su posterior reconocimiento por anticuerpos. 
 
Plásmido Procedencia 
pCEFL-KZ-AU5 Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-HA Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-AU5-K RAS4B V12 Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pMCEF-B RAF V600E Laboratorio del Dr. Antonio Chiloeches 
pCDNAIII-MEK1 EE Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-HA-ERK1 Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sur8 wt Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sur8 ΔNLS Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pCEFL-KZ-AU5-MYR-Sur8 Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pCEFL-KZ-AU5-LCK-Sur8 Laboratorio del Dr. J.M. Rojas 
pCDNAIII-Gal4-Elk1 Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pGal4-Luc Laboratorio del Dr. Silvio Gutkind 
pRL-TK Promega 
                      wt: Wild-type 
 
1.1 GENERACIÓN DE MUTANTES 
A partir del plásmido pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt fueron generados, por mutagénesis dirigida 




El producto resultante fue comprobado por secuenciación con los siguientes 
oligonucleótidos: 
 Nombre del cebador  Secuencia (5’3’)  
pEF1-Sur8 S2G-myc 
 
Sur8 S2G_BAMHI  AAAGGATCCATGAGTAGTAGTTTAGGAAAG 
Sur8 non TGA_NOTI  AAAGCGGCCGCGACCATGGCACGATA 
pCEFL-KZ-Sur8 S2G 
 
Sur8 S2G_BAMHI AAAGGATCCATGAGTAGTAGTTTAGGAAAG 
Sur8_NOTI  AAAGCGGCCGCTCAGACCATGGCACGATA 





2.  CEPA S BACTER IANA S  
 
Para el mantenimiento de los diferentes DNAs se utilizó la cepa bacteriana de Escherichia 
coli DH5α (Invitrogen). La purificación del DNA plasmídico se realizó con el kit Jetstar 2.0 
(Genomed). 
 
2.1 TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS COMPETENTES 
La transformación se realizó siguiendo el protocolo descrito por Hanahan y colaboradores 
(Hanahan, 1983).  
 
 
3.  L ÍNEA S CELU LA RES Y  CU LTIVOS P RIMAR I OS  
 
3.1 LÍNEAS CELULARES 
Todas las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron cultivadas a 37°C en una 
atmósfera humificada al 5% de CO2: 
- Línea celular HEK 293T (Human Embrionic Kidney): Línea establecida a partir de células 
de tejido epitelial de riñón embrionario humano con el antígeno T del SV40 (ATCC: 
CRL-11268).  
- Línea celular HeLa: Línea de células humanas procedentes del adenocarcinoma de 
cérvix epitelial de Henrietta Lacks (ATCC: CCL-2).  
- Línea celular HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells): células endoteliales de 
vena umbilical humana. Consideradas como una línea celular establecida pero con un 
límite de pases alrededor del número 14 (ATCC: CRL-1730). 
- Línea celular NIH3T3: Línea celular originada a partir de fibroblastos obtenidos de 
embrión de la cepa de ratón NIH/Swiss (ATCC: CRL-1658).  
- Línea celular COS7: Línea establecida a partir de células de riñón de mono verde 
(Cercopithecus gethiops) transformadas con el antígeno T del SV40 (ATCC: CRL-1651). 







pCEFL1_3  AGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTT 
pCEFL1_5 AAGGAACTGGGACCTTCCACGGTGAGGGTG 
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- Línea celular RT112 (control y FGFRI): línea celular humana derivada de un carcinoma 
de vejiga urinaria (RT112-control) con el receptor FGFRI sobreexpresado (RT112-
FGFRI). Ambas cedidas por el Dr. Francisco Real (CNIO).  
Todos los tipos celulares fueron mantenidos en medio de cultivo DMEM (Lonza) 
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FS) (Hyclone), 4 mM de Glutamina (Lonza) y 200 
U/ml de Penicilina/Estreptomicina (Lonza). Excepto las células NIH3T3, que se mantuvieron en 
DMEM suplementado con 10% suero de ternero bovino (CS) (Gibco), con los mismos 
suplementos y antibióticos.  
En los casos en los que las células fueron estimuladas con factores de crecimiento como 
FGF, EGF, VEGF, S1P o SDF-1 (Sigma-Aldrich), 16h antes, se privaron de suero y se mantuvieron 
en DMEM suplementado con 10 mM de HEPES pH 7.5 (Gibco), 4 mM Glutamina y 200 U/ml 
Penicilina/Estreptomicina. 
 
3.2 CULTIVO PRIMARIO DE QUERATINOCITOS DE RATÓN  
Los queratinocitos primarios se obtuvieron a partir de la epidermis de ratones de entre 3 
y 5 meses de edad. Una vez sacrificados, se les amputó la cola y se hizo una incisión 
longitudinal con un bisturí en la base. Con la ayuda de unas pinzas estériles se separó la piel del 
hueso de la cola. Cada una de las pieles obtenidas se colocó con la dermis hacia abajo en una 
placa Petri con tripsina al 0,75% (Gibco), durante 1h a 37ºC. Tras este tiempo de incubación y 
con la ayuda de las pinzas, se separó la epidermis de la dermis. La epidermis fue transferida a 
un tubo de 50 ml (Falcon) conteniendo 12 ml de medio de cultivo “Minimun Essential Media” 
(MEM, Sigma-Aldrich) suplementado con FS al 8% tratado con resina “Chelex-100” (BioRad), 
Penicilina/Estreptomicina/Glutamina 1X (Gibco) y DNasa a 250 µg/ml (Sigma-Aldrich). El 
tratamiento del FS con la resina siguiendo las instrucciones del fabricante, elimina el calcio 
libre existente en el suero, pudiendo controlar así la concentración final de este catión crítico 
para los queratinocitos. El tubo se mantuvo en un baño a 37ºC en agitación durante 30 min. La 
suspensión resultante fue filtrada a través de una malla estéril de teflón (70 μm, Falcon), 
eliminándose así los agregados de células cornificadas. El filtrado se centrifugó durante 2 min a 
1.200 r.p.m y el pellet con los queratinocitos fue resuspendido en medio MEM con FS quelado 
al 8%, CaCl2 al 0,05 mM y Penicilina/Estreptomicina/Glutamina 1X. La baja concentración de 
calcio impide la proliferación de posibles fibroblastos contaminantes. Seguidamente, los 
queratinocitos aislados fueron sembrados en placas P60 (Falcon) cubiertas de colágeno 
humano tipo I recombinante (“Coating Matrix kit”, Cascade biologics). Al día siguiente, el 
medio fue reemplazado por “Keratinocyte-Serum Free Media” (KSF) suplementado con 
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glutamina, EGF y extracto pituitario bovino (Gibco). Los queratinocitos primarios fueron 
mantenidos a 32°C en una atmósfera humificada al 5% de CO2. 
En el caso en el que los queratinocitos fueron estimulados con EGF (Sigma-Aldrich), tras 
24h desde el aislamiento, se sometieron a 16h de medio de ayuno consistente en KSF sin 
suplementos. Pasado este tiempo, fueron estimulados con EGF a 100 ng/ml y tras 5 min de 
estimulación, fueron procesados inmediatamente para el posterior análisis de proteínas por 
Western-Blot (WB).   
 
 
4.  ENSAY OS B I OQU ÍMICOS I N VITR O  
 
4.1 TRANSFECCIONES TRANSITORIAS 
Las células HEK 293T, HeLa o Cos7, se sembraron el día anterior a la transfección a un 
confluencia de aproximadamente el 70%. La transfección transitoria de 1-4 μg de los 
diferentes plásmidos se realizó empleando el reactivo “Jet-Pei” (Polyplus-Transfection), 
siguiendo el manual del usuario.  
 
4.2 CO-INMUNOPRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS 
Para los ensayos de inmunoprecipitación (IP), el lisado de las células se obtuvo siguiendo 
el protocolo descrito en el apartado 10.1. Una vez obtenidos los extractos celulares, se tomó el 
10% del volumen del sobrenadante como extracto total y el resto de volumen se incubó con 1 
μg/ml del anticuerpo α-HA durante 2h a 4ºC en rotación. Pasado ese tiempo se añadieron 30 
μl de “gamma-bind sepharose beads” (GE Healthcare) y se incubó durante 1h en rotación a 
4ºC. Seguidamente, se procedió a su centrifugación (5 min a 9.000 r.p.m) y a los lavados de los 
complejos formados con la resina con el mismo tampón de lisis empleado (sin inhibidores). 
Tras 3 lavados, los complejos aislados en el precipitado se resolvieron mediante SDS-PAGE y se 
visualizaron por WB convencional (apartado 10.1). 
 
4.3 SILENCIAMIENTO GÉNICO POR RNA DE INTERFERENCIA 
El RNA de interferencia (siRNA) de Sur8 se obtuvo de Thermo Scientific. Los 
oligonucleótidos sintetizados corresponden a la región codificante del gen SUR8 humano:   
#1:GACCUUAGCUAGAAAUUGC, #2:GAAAUUGGUACACUGGAGA, #3:GAAACCUUAGGAAGUUAA, 
#4:UCGUAUAACUACUGUGGAA. El cóctel de siRNA Sur8, o el siRNA control, fueron 
transfectados a una concentración de 50 nM utilizando “Lipofectamina RNAiMAX reagent” 
(Invitrogen), simultáneamente a la siembra de las células HEK 293T, HeLa o HUVECs. Al día 
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siguiente se les puso medio de cultivo nuevo. Las células transfectadas se emplearon para los 
experimentos durante 48-72h post-transfección.  
 
4.4 INFECCIÓN CON ADENOVIRUS DE QUERATINOCITOS PRIMARIOS 
Los queratinocitos primarios, aislados de la cola de los ratones KO condicionales 
Sur8flox/flox y cultivados en placas P60 (Falcon), fueron infectados con adenovirus (ViraQuest 
Inc.) que expresan la proteína verde fluorescente (GFP) (Adeno-GFP) para utilizarse como 
control, o la recombinasa Cre (Adeno-Cre) para conseguir la deleción del exón de Sur8 
flanqueado por los sitios LoxP y la consecuente eliminación de su expresión. Para ello, al día 
siguiente de su aislamiento, aproximadamente 3x106 células fueron incubadas durante toda la 
noche con 2 ml de medio que contenían los adenovirus purificados en un ratio de 20 partículas 
infecciosas por célula (6x107 PFU/placa). Al día siguiente, se sustituyó el medio con los 
adenovirus por medio normal y se esperó 72h para el análisis de los queratinocitos (para 
asegurar la degradación de la proteína remanente).   
 
4.5 ENSAYO DE ACTIVACIÓN TRANSCRIPCIONAL POR MEDICIÓN DE ACTIVIDAD LUCIFERASA  
Para medir el grado de activación del factor de transcripción Elk1 se realizaron ensayos de 
actividad Luciferasa. Para ello, se cotransfectaron transitoriamente células Cos7 con: 1) 0,67 μg 
de pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pCEFL-KZ-AU5-MYR-Sur8 o pCEFL-KZ-Sur8 S2G; 2) 
16,6 ng del pCDNAIII-Gal4-Elk1, plásmido que expresa el factor de transcripción quimérico 
Gal4-Elk1; 3) 0,1 μg del plásmido pRL-TK que contiene el gen de la luciferasa Renilla (aislado de 
Renilla reniformis) bajo el control del promotor HSV-TK; 4) 0,35 μg del plásmido TATA-Gal4-Luc 
que contiene el gen reportero que codifica la enzima luciferasa Photinus (aislada de la 
luciérnaga Photinus pyralis) bajo el control de 6 copias del elemento de respuesta de Gal4.  
24h después de la transfección, las células se mantuvieron 16h en medio de ayuno antes 
de ser estimuladas. 6h post-estimulación, las células se lavaron en PBS 1X y se lisaron con 
“passive lysis buffer” siguiendo el manual de instrucciones del “Dual-Luciferase Kit Reporter 
Assay” (Promega). La emisión de luz se cuantificó en un luminómetro Monolight 2010. La 
actividad Renilla, se utilizó para normalizar la actividad luciferasa Photinus como medida de la 
eficiencia de transfección. En todos los experimentos, los puntos de estudio se realizaron por 
triplicado. 
 
4.6 SEPARACIÓN MEMBRANA/CITOPLASMA  
Las células transfectadas se resuspendieron en tampón B (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 2 mM 
EDTA, 5 mM EGTA) con inhibidores de proteasas (10 µg/ml de Aprotinina/Leupeptina) y β-
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mercaptoetanol a 10 mM. Los lisados se homogeneizaron pasándolos 30 veces por una jeringa 
con aguja de insulina (25G). Tras centrifugar a 1.200 r.p.m durante 5 min a 4ºC para eliminar 
los núcleos celulares, se recogió el sobrenadante y se sometió a otra centrifugación de 9.000 
r.p.m durante 20 min. El sobrenadante resultante corresponde a la fracción citosólica. El pellet 
restante se lavó en tampón TNET con Tritón X-100 al 1% y se incubó en hielo durante 30 min. 
Mediante una última centrifugación (9.000 r.p.m durante 20 min), se recogió el sobrenadante 
correspondiente a la fracción de membrana. El análisis por WB se llevó a cabo de la forma 
convencional (apartado 10.1). 
 
4.7 SEPARACIÓN NÚCLEO/CITOPLASMA  
La separación de estas fracciones celulares se realizó empleando el “Nuclear/Cytosol 
Fractionation kit” (BioVision). El protocolo fue realizado siguiendo las instrucciones del 
fabricante.   
 
4.8 FRACCIONAMIENTO DE DOMINIOS DE MEMBRANA EN GRADIENTES DE SACAROSA 
Las células previamente transfectadas, tratadas y mantenidas con una confluencia 
máxima del 60-80%, se lisaron en 500 μl de tampón TNET (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 5 mM EDTA) con 0,25% Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) e inhibidores de proteasas (10 
μg/ml de Aprotinina/Leupeptina y 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo). Para conseguir la 
disgregación de las membranas, las muestras se pasaron 20 veces por una jeringa con aguja 
25G. Tras unos 30 min de tiempo de lisado, se separó el 10% del volumen total para obtener el 
lisado total de la muestra. Al resto de volumen, se le añadieron 500 μl de sacarosa al 90% 
(diluida en tampón TNET sin Tritón) y este homogeneizado fue transferido a un tubo de 
ultracentrífuga. En la parte superior del tubo, se añadieron poco a poco 3,4 ml de sacarosa al 
35% y luego 1 ml de sacarosa al 16%. Los tubos se centrifugaron 16h a 40.000 r.p.m en un 
rotor SW55Ti (Beckman) a 4ºC. Para analizar las proteínas asociadas a los diferentes 
microdominios de membrana por WB, se tomaron 12 fracciones de 400 μl desde la parte 
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5.  ENSAY OS CELU LARE S IN VITRO   
 
5.1 ENSAYO DE CRECIMIENTO DE POBLACIÓN  
Se sembraron por triplicado el mismo número de células en placas de 6 pocillos (Falcon) 
con una confluencia del 30% aproximadamente. A lo largo de 3 días, se realizaron contajes 
tripsinizando las células y usando una cámara de Neubauer para los recuentos 24, 48 y 72h 
después de la siembra.  
 
5.2 ENSAYO “CLICK-IT” PARA MEDIR PROLIFERACIÓN 
Este ensayo se realizó con el kit comercial “Click-iT® EdU Alexa Fluor 594 Imaging Kit” 
(Molecular Probes). Las células se sembraron a un 50% de confluencia sobre cristales de 10/12 
mm de diámetro y, el día posterior, se realizó el tratamiento correspondiente en medio de 
ayuno (16h). Seguidamente, las células se incubaron con EdU (5-etinil-2'-desoxiuridina), 
análogo de la timidina, durante 6h. Pasado este tiempo, se fijaron las células con  
formaldehído al 3,7% durante 15 min y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,5% (Sigma-
Aldrich) durante 20 min. La tinción del EdU, junto con los núcleos celulares con Hoechst, se 
visualizó empleando el microscopio de fluorescencia.  
 
5.3 ENSAYO DE ADHESIÓN 
Al comienzo del ensayo se trataron las placas multipocillo P6 (Falcon) con colágeno tipo I 
como sustrato (Sigma). Para el ensayo, se levantaron las células con 1,5 mM EDTA-PBS, para no 
dañar las integrinas, y se cuantificaron en cámara de Neubauer. El pellet correspondiente a 
1X105 células/pocillo, obtenido tras centrifugación (5 min a 1.200 r.p.m), se resuspendió en 
medio 1% BSA-PBS con o sin estímulos y, tras un tiempo de recuperación en el incubador, se 
cuantificó el número de células pegadas entre los 15 y 30 primeros minutos desde la siembra. 
Las células flotantes fueron aspiradas, de forma que solo se cuantificaron las células adheridas 
a la matriz mediante fotografías de campo claro empleando un microscopio invertido (Nikon 
Eclipse TS100).   
 
5.4 ENSAYO DE MIGRACIÓN CELULAR  
Para los ensayos de “migración por herida”, los cultivos celulares en alta confluencia 
(90%) fueron resuspendidos en un medio con 0,5% BSA-DMEM durante 2h previamente al 
ensayo para favorecer su migración. Los diferentes tratamientos también se realizaron en este 
medio. Para la realización de la “herida” se rasgó el cultivo empleando una punta de plástico 
MATERIALES Y MÉTODOS  
44 
 
estéril. Tras absorber las células despegadas al realizar la herida, se fueron tomando 
fotografías en campo claro, siempre en el mismo punto, a las 0h, 3h, 6h y al día siguiente (O/N) 
con un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) equipado con una cámara digital. El 
proceso de cierre fue cuantificado midiendo el área que queda libre en cada punto temporal y 
relativizando las mediciones al tamaño inicial de la misma. 
 
 
6.  MODELOS DE RATÓN  
 
El trabajo realizado empleando ratones modificados genéticamente se llevó a cabo en los 
animalarios del Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III, siguiendo los 
protocolos aprobados por el Comité Ético para la experimentación animal de dicho centro. La 
cría y el mantenimiento de las distintas líneas KO condicionales y/o inducibles se realizaron en 
las instalaciones del animalario libre de patógenos específicos (SPF), mientras que los 
procedimientos realizados in vivo se efectuaron en el animalario convencional. 
Los animales KO condicionales desarrollados para Sur8 (Sur8flox/flox) poseen un fondo 
genético C57BL/6. Las líneas murinas transgénicas K5-CRET/+ y UBC-CREERT2 T/+, cedidas por el 
CNIO, poseen un fondo mixto enriquecido en C57BL/6, cepa en la que se mantienen las líneas 
resultantes del cruce entre ambas. 
 
6.1 GENERACIÓN DEL MODELO GENÉTICO DE RATÓN KO CONDICIONAL PARA SUR8 
La descripción detallada de la generación del modelo murino KO condicional de Sur8 
puede encontrarse en el apartado 3 de Resultados. De forma concisa, células madre 
embrionarias (ESCs) de la línea JM8A3.N1 (modificada genéticamente en el locus Agouti para 
restaurar el locus wt color agouti), con el vector de recombinación homóloga incorporado en 
el locus endógeno de Sur8, fueron adquiridas del KOMP (“Knockout Mouse Project 
repository”). El vector de tipo “KO-First-Reported Tagged Insertion” (KO-First) contiene una 
señal aceptora de splicing que rompe la pauta de lectura del gen, seguido de una caja de 
resistencia a neomicina (NEO) y, todo ello, flanqueado por sitios FRT. El exón 2 de Sur8 queda 
flanqueado por secuencias LoxP.  
En la Unidad de transgénesis del CNIO, el clon de ESCs Shoc2-E05, verificado mediante 
PCR, se introdujo en blastocistos de fondo genético C57BL/6N en estadio 3.5 (5-6 células 
inyectadas por embrión). Los blastocistos se transfirieron al oviducto de hembras en estadio 
0.5 de pseudogestación. Se transfirieron unos 15 embriones por hembra, unilateralmente, y se 
dejaron desarrollar a término para dar lugar a los animales quiméricos. Aquellas quimeras 
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capaces de transmitir el alelo recombinante se utilizaron como fundadores de la colonia KO 
condicional (Sur8flox/flox), tras un cruce previo con una cepa transgénica portadora de la 
recombinasa Flipase (FLP) (apartado 3 de Resultados). 
Los animales KOs en piel para Sur8 fueron generados al cruzar los animales Sur8flox/flox con 
ratones transgénicos K5-CreT/+ (Tarutani et al., 1997). La línea UBC-CREERT2 T/+, que expresa 
ubicuamente la recombinasa Cre tras activación con tamoxifeno (Schwenk et al., 1998), fue 
empleada para la obtención de ratones adultos KOs para Sur8.  
 
 
7.  EXTRA CCI ÓN DE DNA  GE NÓM ICO Y  PCR  DE  GE NOTIPADO  
 
Para el genotipado de los animales se extrajo DNA genómico a partir de un fragmento de 
0.5-1 cm de cola de ratones de 18-23 días de edad. El protocolo realizado está basado en el 
método universal de extracción de DNA con sal e isopropanol (Aljanabi and Martinez, 1997). 
Las colas se incubaron con 300 µl de tampón de homogeneización estéril (50 mM KCl, 10 mM 
Tris–HCl pH 8.3, 2 mM MgCl2 y 0,45% de NP40 y Tween20) con proteinasa K (0,5 mg/ml) y se 
tuvieron a 55ºC en agitación O/N. Al día siguiente, se procedió a la purificación del DNA 
mediante la adición de Fenol:cloroformo:alcohol-isoamílico en proporción 25:24:1 (Sigma-
Aldrich). Tras su centrifugación a 14.000 r.p.m durante 5 min, se añadió un volumen de 
cloroformo (Sigma-Aldrich) a la fase superior, y se realizó una nueva centrifugación. La fase 
acuosa superior que contiene el DNA se precipitó con 1/10 de volumen de acetato de sodio 
3M (pH 7) y 2.5 veces el volumen de isopropanol. El DNA precipitado, tras centrifugación a 
14.000 r.p.m 10 min, se lavó 3 veces con etanol al 70% para eliminar sales residuales y, tras ser 
secado, se resuspendió en agua libre de DNAsas.  
La presencia de los diferentes alelos de Sur8 se detectó mediante PCR a partir de 
aproximadamente 200 ng de DNA, usando el reactivo “TaKaRa Ex Taq™” (Takara). Las 
secuencias de los oligonucleótidos empleados en las reacciones de PCR están indicadas en la 
Tabla MM-1. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 
Alelos Sur8: 
- 1 min a 94°C 
- (1 min a 94°C, 45 seg a 58°C, 2 min a 72°C) x 40  repeticiones 
- 10 min a 72ºC 
Alelos Cre: 
- 1 min a 94°C 
- (1 min a 94°C, 45 seg a 58°C, 2 min a 72°C) x 35 repeticiones 
- 10 min a 72ºC 
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TABLA MM-1. OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS PARA EL GENOTIPADO DE RATONES.  
Alelo Oligonucleótido Forward (5'3') 
 














Sur8 flox 2164 pb 
Sur8 nulo 606 pb 
K5-Cre CGGTCGATGCAACGAGTGATGAGG CCAGAGACGGAAATCCATCGCTCG 660 pb 
UBC-CREERT2 GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 100 pb 
 
 
Por último, los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa/TAE 1X (89 mM Tris-
acetato, 2 mM EDTA, pH 8) al 2%. 10 µl del producto de PCR mezclado con tampón de carga 
(30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol y verde xilencianol), se cargaron en cada calle del gel y 
se corrieron a 80 V durante al menos 1h. Los fragmentos de DNA se visualizaron con bromuro 
de etidio (1 mg/ml) en un transiluminador de luz ultravioleta, determinando así la existencia 
de los correspondientes fragmentos. En todos los casos se usaron como marcadores de peso 
molecular “Hyperladder IV” (100 pb) o “Hyperladder V” (1Kb) (Bioline), según el tamaño de las 
bandas a visualizar. 
 
 
8.  PROCEDIMIE NTOS IN V IV O  
 
8.1 ADMINISTRACIÓN DE TAMOXIFENO 
Para el modelo inducible Sur8flox/flox;UBC-CREERT2 T/+ fue necesaria la administración de 
tamoxifeno para activar la función de la recombinasa Cre en estos animales. Empleamos dos 
vías de administración: pellets de comida con tamoxifeno (Harlan), suministrados durante toda 
la duración del experimento, o inyección intraperitoneal (2 mg por ratón durante 5 días 
consecutivos). La preparación del tamoxifeno para la administración intraperitoneal consistió 
en la disolución del tamoxifeno (Sigma-Aldrich) en etanol 100% y aceite de maíz (Sigma-
Aldrich). El volumen de etanol corresponderá al 10% del volumen final y el resto de volumen, 
hasta alcanzar una concentración de 20 mg/ml, corresponde al aceite de maíz. Se recurrió a la 
sonicación para conseguir la completa disolución de la mezcla. El tubo se mantuvo en hielo y 
en oscuridad para evitar la degradación del tamoxifeno hasta el momento de su uso.  
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8.2 ADMINISTRACIÓN DE EDU PARA MEDIR PROLIFERACIÓN  
Para realizar este ensayo se inyectaron a los ratones 2,5 mg/ml del análogo de timidina 
EdU (diluido en DMSO) por vía intraperitoneal 2h antes de su sacrificio. Tras el procesado de 
los tejidos de estos animales, se realizaron secciones de 10 μm de bloques de OCT (apartado 
9.2) que fueron fijados con paraformaldehído al 4% en PBS durante 15 min a temperatura 
ambiente y permeabilizados con Tritón X-100 0,5% (Sigma-Aldrich) en PBS durante 20 min.  Se 
realizaron dos lavados con BSA al 3% en PBS entre cada uno de los pasos. Para la visualización 
de las células en división en estas secciones se siguió el protocolo indicado para la tinción del 




9.  PROCESAM IENT O DE TE J I DOS  
 
9.1 FORMACIÓN DE BLOQUES DE PARAFINA 
Los tejidos extraídos de los animales fueron fijados en formalina al 10% (Merck) durante 
24h, siendo posteriormente deshidratados en baños progresivos de 1h de etanol al 70% (2 
baños), 80%, 96% (2 baños) y 100% (3 baños) y, finalmente, se incubaron en 2 baños de xilol 
(Bio-Optica) de 1h cada uno. Las muestras se incluyeron en un baño de parafina líquida 
durante 2h. A continuación, se embebieron en soportes metálicos (Leica) rellenados con 
parafina a 56°C y el bloque se dejó enfriar hasta su solidificación. Una vez obtenidos, se 
cortaron en secciones de 5 μm con un micrótomo (Micrótomo Rotatorio Minot, Leica), y se 
depositaron sobre portaobjetos tratados con poli-L-Lisina (Thermo Scientific) para favorecer la 
adhesión del tejido. 
 
9.2 GENERACIÓN DE BLOQUES DE OCT 
Los bloques de OCT se generaron utilizando el medio “Optimal Cutting Temperature” 
(Tissue-Tek). Las muestras frescas se incluyeron y se orientaron en el soporte Tissue Teck 
(Dako) que se rellenó con OCT, y se colocó sobre nieve carbónica. Una vez congelados, los 
bloques se almacenaron a -80°C. Posteriormente, se cortaron en secciones de 10 μm utilizando 
el criostato Leica CM1950 y las secciones se depositaron en portaobjetos con poli-L-Lisina 
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9.3 TINCIÓN CON HEMATOXILINA/EOSINA (H&E) 
Las secciones de tejido en parafina se desparafinaron comenzando con su incubación en 
estufa a 58-60ºC durante 20 min. Seguidamente, los cortes se sometieron a 2 baños en xilol de 
5 min y se rehidrataron en etanol a concentraciones decrecientes (2 baños al 100%, 2 baños al 
96% y 2 baños al 70%) durante 5 min y, al final, en agua destilada. Las muestras se tiñeron con 
hematoxilina de Gill 2 (Thermo Scientific) durante 10 min a temperatura ambiente y el exceso 
de tinción se eliminó con un lavado en agua corriente de 5 min. A continuación, los cortes se 
trataron con alcohol ácido al 0,5% (se sumergieron en baño 5 veces) y con bluing para hacer 
virar la hematoxilina a un color morado (1 min). Tras un lavado en etanol al 70%, se llevó a 
cabo una contra-tinción con eosina (Thermo Scientific) durante 5 min a temperatura ambiente. 
Finalmente, las muestras se deshidrataron en baños progresivos de etanol (96% y 2 baños del 
100%), se aclararon con xilol (10 min) y se montaron en DPX (Sigma-Aldrich). 
En las secciones obtenidas mediante criostato, se realizó el mismo protocolo comenzando 
con la incubación en hematoxilina y 3 sumergidas en alcohol ácido al 0,5%. 
 
 
10.  DETECCI ÓN DE  PR OT EÍNA S  
 
10.1 PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE WB 
Los extractos proteicos se obtuvieron lisando las células durante 15-30 min en rotación 
con tampón de lisis (0,1% SDS, 0,5% deoxicolato sódico, 300 mM NaCl, 1% Tritón X-100, 25 
mM de HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de EDTA, 20 mM β-glicerofosfato) 
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (cóctel de inhibidores, Sigma-Aldrich). 
En el caso de los tejidos, las muestras fueron, además, trituradas mecánicamente mediante 
congelación con nitrógeno líquido.  
Los lisados se centrifugaron en frío a 14.000 r.p.m. durante 10 min y el sobrenadante se 
aisló para la evaluación de la concentración proteica mediante el análisis colorimétrico de 
Bradford (BioRad) usando una curva estándar de rango 2-10 mg/ml de BSA. Las muestras 
cuantificadas se guardaron a -20°C hasta su uso. Entre 20 μg (para proteínas transfectadas) y 
40-50 μg de proteína (para proteínas endógenas) de los diferentes extractos se resolvieron en 
geles desnaturalizantes SDS-PAGE (concentración 10-15%). En todos los casos se usó un 
marcador de peso molecular “Precision Plus protein Dual color standars” (BioRad).  
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 0,45 µM (BioRad) utilizando 
tampón de transferencia (20% metanol, towbin salt SDS, 10% Tris-glicina pH 8.8) a 300 mA 
O/N. La unión inespecífica de anticuerpos a la membrana se bloqueó mediante incubación de 
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1h con tampón TBS-Tween (0,01%) conteniendo 5% de leche desnatada o tampón de bloqueo 
Odissey (Li-Cor). Las membranas se incubaron, a continuación, con los anticuerpos primarios 
correspondientes (Tabla MM-2) a 4°C O/N. Tras tres lavados de 5 min, las membranas se 
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa de rábano 
(HRP) o a un fluoróforo de emisión en infrarrojo (Tabla MM-3), durante 1h a temperatura 
ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces y las proteínas se visualizaron 
mediante quimioluminiscencia usando el kit de detección “ECL Western Blotting Detection 
Reagents” (GE HEalthcare) u Odissey (Li-Cor), siguiendo las instrucciones del fabricante.  
La cuantificación de la intensidad de la señal de las bandas mostradas en el WB fue 
realizada mediante el programa de análisis de imagen Image J.  
 
10.2 ANÁLISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA (IF) 
Para el análisis por IF en líneas celulares, el cultivo se dejó crecer hasta alcanzar el 80% de 
confluencia sobre cristales de 10/12 mm de diámetro. Las células fueron fijadas con 
paraformaldehído al 3,2% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente y permeabilizadas 
con Tritón X-100 0,5% (Sigma-Aldrich) en PBS durante 15 min. Para minimizar la 
autofluorescencia y bloquear las uniones inespecíficas, incubamos con glicina 0,1 M durante 
30 min y con BSA al 3% durante 1h, respectivamente. Todos los anticuerpos se incubaron en 
3% BSA. Entre cada uno de los pasos, se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 min.   
En el caso de dobles inmunofluorescencias, la incubación se realizó con ambos 
anticuerpos primarios al mismo tiempo, al igual que con los anticuerpos secundarios. Tras la 
incubación con 1 mg/ml de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Calbiochem) durante 10 min para 
la detección de ácidos nucleicos, las inmunofluorescencias se montaron con “Prolong Gold 
Antifade Trshrny” (Invitrogen). La visualización se realizó en un microscopio confocal Leica TCS-
SP5 del servicio de Microscopía Confocal (Campus de Majadahonda, ISCIII) usando los láseres 
con espectro de excitación correspondientes a 405 nm (para detección de DAPI y Hoechst), 
488 nm y 561 nm. La configuración de los detectores y la captura de las imágenes se 
efectuaron con el programa LAS AF (“Leica Application Suite Advanced Fluorescence”). Las 
señales de diferentes fluorócromos fueron tomadas de forma secuencial. 
 
10.3 ANÁLISIS POR INMUNOHISTOQUÍMICA (IHQ) 
Las tinciones por IHQ se realizaron en secciones de 5 μm de grosor procedentes de 
muestras fijadas en formalina e incluidas en bloques de parafina (apartado 9.1). Tras su 
desparafinado, se procedió al desenmascaramiento de las muestras llevándolas a ebullición 
inmersas en tampón citrato 10 mM con pH 6 durante 15 min. Después de unos 20 min de 
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reposo a temperatura ambiente, se procedió al bloqueo de la actividad peroxidasa endógena 
incubando los cortes con H2O2 al 3% durante 15 min. Tras varios lavados en agua, las muestras 
se incubaron durante 30 min con 5% de suero de caballo para anticuerpos α-conejo para 
bloquear uniones inespecíficas. Posteriormente, las muestras se incubaron con los 
correspondientes anticuerpos primarios (Tabla MM-2) a 4ºC O/N en cámara húmeda y con los 
secundarios durante 45 min a temperatura ambiente. Entre ambas incubaciones se realizaron, 
al menos, tres lavados de PBS-Tween 0,1%. La detección de los anticuerpos se realizó 
mediante el sistema Avidina/Estreptavidina-Peroxidasa utilizando el “Kit Vectastain ABC” 
(Vector Laboratories). El paso final se realizó añadiendo el substrato 3,3'diaminobencidina y 
H202 (“Vector Peroxidase Substrate Kit”, Vector Laboratories). La reacción química se paró con 
agua en el momento deseado, controlando la reacción con el microscopio óptico. 
Posteriormente se realizó una contratinción convencional con hematoxilina y se montaron las 
preparaciones en DPX (Sigma-Aldrich). Las fotos obtenidas se realizaron en un microscopio 




TABLA MM-2. ANTICUERPOS PRIMARIOS EMPLEADOS.  
Anticuerpos Primarios 
Anticuerpo Especie (tipo) Dilución WB/IF/IHQ Procedencia 
Anti-AU5 Ratón (mc) 1:1000/--/-- BAbCo 
Anti-HA Ratón (mc) 1:1000/--/-- BAbCo 
Anti-MYC Ratón (mc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-Sur8 Conejo (pc) 1:1000/1:50/1:200 generado en el laboratorio 
Anti-p42/44 (ERK1/2) Ratón (pc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-fosfo p42/44 (ERK1/2) Conejo (pc) 1:1000/--/-- Cell Signalling 
Anti-AKT Ratón (mc) 1:1000/--/-- Cell Signalling 
Anti-fosfo AKT (S473) Conejo (pc) 1:1000/--/-- Cell Signalling 
Anti-β-Actina Ratón (mc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-β-Tubulina Ratón (mc) 1:1000/--/-- Sigma-Aldrich 
Anti-B RAF Ratón (pc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-MEK1 Ratón (pc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-Receptor de Transferrina Ratón (mc) 1:1000/--/-- Zymed  
Anti-Caveolina Ratón (mc) 1:5000/--/-- BD Biosciences 
Anti-p65 Conejo (mc) --/1:100/-- Abcam 
Anti-Lámina B Cabra (pc) 1:1000/--/-- Santa Cruz 
Anti-CSTF3 Conejo (pc) 1:1000/--/-- Novus  
Anti-TMG cap Conejo (mc) --/1:100/-- Dr. Miguel Lafarga 
Anti-Ki67 Conejo (pc) --/--/prediluído Master Diagnostica 
Anti-PCNA Ratón (mc) 1:300/--/-- Santa Cruz 
Anti-K10 Conejo (pc) 1:1000/--/1:1000 Covance 
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TABLA MM-3. ANTICUERPOS SECUNDARIOS EMPLEADOS.  
Anticuerpos secundarios 
Anticuerpo  Especie Aplicación WB/IF Procedencia 
Anti-ratón-HRP Oveja 1:10000/-- GE Healthcare  
Anti-conejo-HRP Burro 1:5000/-- GE Healthcare 
Anti-cabra-HRP Burro 1:10000/-- Santa Cruz 
Anti-ratón-800 Cabra 1:10000/-- Odissey 
Anti-conejo-680 Cabra 1:5000/-- Odissey 
Anti-conejo Texas Red  Cabra  --/1:500 Molecular Probes 
Anti-ratón FITC 488 Cabra --/1:500 Molecular Probes  
Anti-conejo FITC 488 Cabra --/1:500 Molecular Probes  
Anti-ratón Alexa Fluor 594  Cabra  --/1:500 Invitrogen 
Anti-conejo Alexa Fluor 647  Cabra --/1:500 Invitrogen 




10.4 ANÁLISIS PROTEÓMICO POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS (EM) 
Para el estudio de Sur8 en el núcleo celular, se realizó una IP siguiendo el protocolo del 
apartado 4.2 pero con algunas modificaciones: la IP en HEK 293T, transfectadas con 6 μg de 
pCEFL-KZ-HA-Sur8, se realizó con el kit de Myltenyi empleando α-HA. Como control del ensayo 
se usaron células HEK 293T sin transfectar que se sometieron al mismo protocolo de IP. En el 
caso de las RT112 FGFRI, el ensayo se realizó usando α-Sur8 para la IP del Sur8 endógeno y 
suero preinmune de conejo como control.  
Las muestras inmunoprecipitadas se resolvieron por WB. El gel de acrilamida obtenido y 
los siguientes análisis, fueron realizados por el grupo del Dr. Ignacio Casal (CIB). Del gel de las 
células RT112 FGFRI, se tomaron 6 fracciones, dejando las fracciones correspondientes a las 
cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas. Del gel obtenido de las células HEK 293T, sí 
se tomaron las 8 fracciones. Las fracciones se digirieron con tripsina y los péptidos fueron 
separados por gradiente en un nanoEasy HPLC. El espectro de masas fue adquirido con linear 
trap quadrupole (LTQ) Orbitrap Velos. El espectro de masas fue analizado usando SEQUEST 




11.  ANÁLIS IS  DE  RNA  M ENSA JER O  
 
11.1 EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL Y SÍNTESIS DE CDNA 
El RNA se extrajo mediante el método descrito por Chomczynski y Sacchi, 1987, utilizando 
el reactivo “Trizol” (Ambion). Las células, cultivadas en placas P60 (Falcon) al 70-80% de 
confluencia, fueron recogidas con 1 ml de Trizol. A continuación, siguiendo las instrucciones de 
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la casa comercial, se añadieron 0,2 ml de cloroformo, centrifugándose durante 15 min a 
14.000 r.p.m. La fase superior se aisló y se añadieron 0,5 ml de isopropanol frío para precipitar 
el RNA. Tras la precipitación, los tubos se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 10 min a 4°C. 
Se eliminó el sobrenadante, y el precipitado se lavó con etanol al 70%. Después de otra 
centrifugación, se eliminó el etanol y se dejó secar el tubo a temperatura ambiente. 
Finalmente, el RNA se resuspendió en unos 50 μl de agua libre de nucleasas. La cantidad y 
calidad del RNA se evaluó con un espectrofotómetro (“ND-1000”, Nano-Drop). 
Para la síntesis del DNA complementario (cDNA) se siguieron las instrucciones del kit 
“Ready-To-Go You-Prime First-Strand beads” (GE Healthcare). Para la reacción se mezcló en el 
tubo que contiene bolas liofilizadas con todos los elementos necesarios para la reacción, una 
solución con 1 μg del RNA total extraído y random primers como cebadores. La mezcla se 
mantuvo 1h a 37°C, tal y como describe el fabricante.  
 
11.2 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QRT-PCR) 
Para la realización de los análisis de qRT-PCR se empleó el reactivo SYBR Green del kit “Go 
Taq qPCR Master mix” (Promega), utilizando una pareja de cebadores específicos contra los 
genes de interés a una concentración de 0,5 μM (Tabla MM-4). Las reacciones se llevaron a 
cabo en un termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems) asociado al programa 7500 software 
V2.0.6. El análisis de la expresión de cada gen se llevó a cabo por triplicado con 20 ng de cDNA 
por punto. Las condiciones fueron las mismas para todos los genes analizados: 
- 20 seg a 95°C 
- (3 seg a 95°C, 30 seg a 60°C) x 40 repeticiones 
- (15 seg a 95°C, 1 min a 60ºC, 15 seg 95ºC, 15 seg 60ºC) para la curva de fusión 
La expresión génica se calculó mediante el método ΔΔCt, determinando el número de 
copias del gen de interés normalizando cada gen frente a la expresión de un gen constitutivo, 
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 TABLA MM-4. SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS USADOS PARA QRT-PCR.  
Gen Oligonucleótido FW (5'-3') Oligonucleótido RW (5'-3') 
Sur8 GTAAAGGGTCTGGCAAGCAA AATGGTCCTGGTCAGCTCAT 
PCNA TGGATAAAGAAGAGGAGGCG GGAGACAGTGGAGTGGCTTT 
Ciclina D1 TCCTCTCCAAAATGCCAGAG GGGTGGGTTGGAAATGAAC 
Ciclina D2 ACACACTCACGTGTGATGCC CAGAGCTTCGATTTGCTCCT 
p16 CGTGAACATGTTGTTGAGGC GCAGAAGAGCTGCTACGTGA 
p19 TTCTTCATCGGGAGCTGGT TCAGGAGCTCCAAAGCAACT 
p53 CTAGCATTCAGGCCCTCATC TCCGACTGTGACTCCTCCAT 
p21 CGGTGTCAGAGTCTAGGGGA ATCACCAGGATTGGACATGG 
K5 CAGAGCTGAGGAACATGCAG CACAAACTCATTCTCAGCCG 
K1 AGTTTGCCTCCTTCATCGAC TTGTGGTGTCTACCTGCTGC 
K10 GGTACGAGAAGCAAGGCAAC TGTCAGTTGTCAGGGTGAGG 
Loricrina TCCCTCACTCATCTTCCCTG GGTCTTTCCACAACCCACAG 
Involucrina CAGGAGTCACATGAGCCAGA TATCTGTTGCTGCTGCTGCT 
Il-6 TGATGCACTTGCAGAAAACA ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC 
TNFα CCACCACGCTCTTCTGTCTAC AGGGTCTGGGCCATAGAACT 
S100A9 TCAGACAAATGGTGGAAGCA GTCCAGGTCCTCCATGATGT 
TSLP TTCACTCCCCGACAAAACAT GCCATTTCCTGAGTACCGTC 
GAPDH CGTCCCGTAGACAAAATGGT TTGATGGCAACAATCTCCAC 
SUR8 TGCTTAGCATTCGAGAGAACA GATTGTGAGCTACATCCAGCG 
GAPDH AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA AATGAAGGGGTCATTGATGG 
βACTINA GCACAGAGCCTCGCCTT GTTGTCGACGACGAGCG 
En verde se muestran las secuencias de los cebadores de los genes humanos analizados.  
 
 
12.  ANÁLIS IS  E STAD ÍST I COS  
Los análisis estadísticos se realizaron aplicando la prueba “t de student” para dos 
muestras independientes, considerando significativos valores a partir de p<0.05 (*). Los 
valores se muestran como la media ± la desviación estándar del número de réplicas indicadas.  
Para los análisis de los resultados de las qRT-PCR, se empleó el programa REST (Relative 
Expression Software Tool) que compara los valores de varios genes diana entre dos grupos, 
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1.  PAPEL DE SUR8  E N DI FE R ENTES PR OCE SOS CE LULA RES  
 
1.1 SUR8 ES NECESARIO PARA MANTENER LA FOSFORILACIÓN DE ERK INDUCIDA POR FACTORES DE 
CRECIMIENTO 
Para estudiar la importancia de Sur8 en la fisiología celular, en colaboración con el 
laboratorio del Dr. J. Silvio Gutkind (NIH), realizamos ensayos de silenciamiento génico para 
eliminar la expresión endógena de Sur8. Para ello, usamos varios tipos de líneas celulares en 
los que transfectamos un siRNA control o un cóctel de siRNA específicos de Sur8.  
Los resultados en la Figura R-1, muestran la reducción de la expresión endógena de Sur8 
en las diferentes líneas celulares. Como era esperable por resultados previos, la fosforilación 
de ERK disminuye cuando eliminamos Sur8, aunque la intensidad de reducción depende del 
tipo celular. En HEK 293T, vemos una disminución drástica de los niveles de pERK (Fig. R-1A). 
En el caso de células HeLa, se muestra también el descenso de la expresión de Sur8 tras el 
silenciamiento con los siRNAs Sur8, y la reducción en la cantidad de ERK fosforilado (Fig. R-
1B).  
 
FIGURA R-1. SUR8 ES NECESARIO PARA MANTENER LA FOSFORILACIÓN DE ERK INDUCIDA POR FACTORES DE CRECIMIENTO. 
Transfección de células HEK 293T (A) y HeLa (B) con un siRNA control o un cóctel de siRNAs específicos 
de Sur8. Las células se estimularon durante 5 min con concentraciones crecientes de EGF, tras un 
periodo de ayuno de 6h. La detección por WB se realizó con anticuerpos específicos α-pERK, α-ERK y α-
Sur8. En cada WB se muestra el incremento obtenido de la cuantificación de la intensidad de señal de 
pERK, respecto a la intensidad de la señal de ERK total en cada punto. El experimento fue reproducido 
tres veces con resultados similares.  
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1.2 LA DEPLECIÓN DE SUR8 AUMENTA LA CAPACIDAD DE ADHERENCIA DE CÉLULAS HUVEC  
Al observar que tanto células HUVEC como HeLa, transfectadas con siRNA específicos de 
Sur8, se adherían más fuertemente a la placa respecto a las células control (datos no 
mostrados), decidimos analizar la capacidad de adhesión de estas células en presencia de 
diferentes estímulos, empleando colágeno como sustrato. Como se muestra en la Figura R-2A, 
estímulos como VEGF y FS incrementan la adherencia de las células HUVEC transfectadas con 
el siRNA control con respecto a las mismas células en ayuno. Por el contrario, en las células 
transfectadas con siRNAs Sur8, hay un mayor número de células adheridas a la placa tanto en 
ayuno como en estimulación con VEGF. En la Figura R-2B se compara la capacidad de ambos 
tipos de células para responder a los diferentes estímulos, y vemos como las células tratadas 
con siRNAs Sur8 no responden correctamente a la presencia de los factores de crecimiento, 
produciendo un menor incremento en su capacidad de adhesión respecto del basal en 
ausencia de estímulos.   
 
 
FIGURA R-2. LA DEPLECIÓN DE SUR8 AUMENTA LA CAPACIDAD DE ADHERENCIA DE CÉLULAS HUVEC.  (A) Cuantificación 
del ensayo de adhesión celular a colágeno tipo I con células HUVEC, 48h después de su transfección con 
siRNAs control o con siRNAs Sur8. En el gráfico se muestra el número de células adheridas a la placa 
después de un periodo de 15 min en cada una de las condiciones: ayuno (18h), VEGF (50 ng/ml) o FS 
10%, partiendo del mismo número de células; (B) Incremento de la capacidad de adhesión de las células 
siRNAs control o siRNAs Sur8 con los diferentes estímulos respecto a su ayuno. Más de 3.000 células 
fueron examinadas en cada caso. Los valores pertenecen a un experimento representativo de dos 
experimentos independientes. Las barras representan la desviación estándar. **: p<0.01, *: p<0.05, n.s: 
no significativo. 
  
1.3 SUR8 INTERVIENE EN EL PROCESO DE PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS HUVEC 
Para estudiar si la capacidad proliferativa de las células se ve afectada por la ausencia de 
Sur8, realizamos una curva de crecimiento de células HUVEC durante 3 días en condiciones 
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un descenso en el número de células, tanto en las transfectadas con siRNA control como con 
siRNAs Sur8, probablemente por la propia técnica de transfección de los siRNA. Sin embargo, 
el descenso es aún más pronunciado en las células con siRNAs Sur8. A las 48h, ambas 
poblaciones comienzan a recuperarse, manteniendo, no obstante, las diferencias en el número 
celular entre la población control y la tratada con siRNAs Sur8. Al tercer día, no existen 
diferencias significativas en el número total de células (Fig. R-3). En el WB se detecta el 
descenso de Sur8 junto a una disminución en la fosforilación de ERK tanto en el primer día 
como en el tercero (Fig. R-3). En concordancia con este resultado, en todos los diferentes 
experimentos siempre hemos cuantificado un menor número de células en las placas 
transfectadas con siRNAs Sur8. 
 
 
FIGURA R-3. LA ELIMINACIÓN DE SUR8 REDUCE LA VIABILIDAD Y PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS HUVEC. (Izquierda) 
células HUVEC, mantenidas en FS 10% durante todo el ensayo, fueron transfectadas con un siRNA 
control o siRNAs Sur8. Se muestra la media en escala logarítmica del número de células totales 
contabilizadas en tres pocillos independientes a lo largo de 3 días, respecto a las células contabilizadas 
en tiempo 0. Las barras representan la desviación estándar. **: p<0.01, *: p<0.05, n.s: no significativo. 
(Derecha) se muestran los lisados celulares de los días 1 (24h) y 3 (72h) que fueron analizados por WB 
usando los anticuerpos primarios α-Sur8, α-pERK y α-ERK. Experimento representativo de dos ensayos 
independientes con similar resultado. 
 
 
Analizamos también la proliferación de células HUVEC cuantificando las células que se 
encuentran en división después de la supresión de Sur8. Para ello empleamos el kit Click-it 
assay (Invitrogen), que marca las células que se encuentran en la fase de síntesis de DNA 
durante el ciclo celular. Como se muestra en la Figura R-4, no se aprecia un incremento de 
proliferación inducida por VEGF tras estimulación. Sin embargo, el número de células en fase S 
es mayor en las células transfectadas con siRNA control, tanto en ayuno como en estimulación, 
en comparación con las transfectadas con siRNAs Sur8. Aunque la expresión de Sur8 es apenas 
perceptible por WB, sí es detectable el efecto del silenciamiento por el descenso en la 
















































debido a que estas células son capaces de secretar VEGF de forma endógena, manteniendo 




FIGURA R-4. ANÁLISIS DE LA PROLIFERACIÓN EN CÉLULAS HUVEC SIN SUR8. Imágenes de microscopía de 
fluorescencia resultantes del ensayo Click-it de proliferación en células HUVEC, transfectadas con siRNA 
control o siRNAs Sur8. El ensayo se realizó en condiciones de ayuno (16h) o estimulación con VEGF (50 
ng/ml, 16h). Los núcleos fueron teñidos con Hoechst y el marcaje de las células en fase S se realizó por 
detección de la incorporación de EdU al DNA con α-Alexa Fluor 594 (rosa), tras un  pulso de 6h. A la 
derecha, en el histograma se muestra la media del porcentaje del número de células en división de dos 
experimentos independientes, respecto al total de células en cada una de las condiciones. Las barras 
representan la desviación estándar. **: p<0.01, n.s: no significativo. En los experimentos fueron 
cuantificadas más de 800 células por condición y tratamiento. También se muestra el análisis por WB de 
estas células usando los anticuerpos primarios α-Sur8, α-pERK y α-ERK, y el incremento obtenido de la 
cuantificación de la intensidad de señal de pERK, respecto a la señal de ERK total en cada punto.  
 
 
1.4 SUR8 ES ESENCIAL PARA LA MIGRACIÓN INDUCIDA POR DIFERENTES ESTÍMULOS EN HELA  
Al realizar el silenciamiento génico en células HeLa, observamos como las células en las 
que suprimimos la expresión de Sur8 adquieren una morfología retorcida o estrellada en 
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FIGURA R-5. LA ELIMINACIÓN DE SUR8 
MODIFICA LA MORFOLOGÍA DE CÉLULAS 
HELA. Imágenes de microscopio 
óptico de células HeLa, 24h después 
de su transfección con siRNAs 
control o contra Sur8, en 
condiciones normales de cultivo 
(paneles superiores) o crecidas en 
alta confluencia sobre cristales 
tratados con colágeno tipo I 
(paneles inferiores).   
 
 
                                         
 
Evaluamos entonces si la capacidad de movilidad de las células HeLa se veía afectada al 
reducir los niveles endógenos de Sur8. Mediante el ensayo de herida, observamos que las 
células con siRNAs Sur8 parecen tener reducida ligeramente su capacidad migratoria en 
condiciones de ayuno (Fig. R-6). Sin embargo, bajo condiciones de estimulación con EGF (Fig. 
R-7A), FS (Fig. R-7B) o SDF-1 (factor 1 derivado de células del estroma, Fig. R-7C), la 
incapacidad de las células para migrar es mucho más acentuada. Son destacables los 
resultados con SDF-1, dado que esta quimiocina se une a GPCRs, diferentes de los RTKs a los 
que clásicamente se ha ligado la función de Sur8. 
 
FIGURA R-6. MIGRACIÓN DE CÉLULAS HELA, CON O SIN SUR8, EN CONDICIONES DE AYUNO. Imágenes de microscopio 
óptico de células HeLa crecidas en alta confluencia sobre cristales tratados con colágeno tipo I, en medio 
de ayuno con 0,5% BSA. Las fotografías se tomaron a las 3h, 7h y O/N de realizar la herida. En el 
histograma se representa la cuantificación del área libre de células que queda en la herida a lo largo del 
tiempo en el caso de células sin Sur8 o células control. Experimento representativo de dos ensayos 























































   
FIGURA R-7. SUR8 ES ESENCIAL PARA LA MIGRACIÓN INDUCIDA POR ESTÍMULOS EN CÉLULAS HELA. Imágenes de 
microscopio óptico de células HeLa a las 3h, 7h y O/N de realizar la herida. Células tratadas con EGF (50 
ng/ml) (A), FS 10% (B) o SDF-1 (50 ng/ml) (C), en medio 0,5% BSA-DMEN y crecidas en alta confluencia 
sobre cristales con colágeno tipo I. En los histogramas se representa la cuantificación del área libre de 
células que queda en la herida a lo largo del tiempo en el caso de células sin Sur8 o células control. 
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Al realizar este ensayo de migración en células HUVEC, vemos que no hay diferencias en 
la capacidad migratoria entre las células con o sin Sur8 en condiciones de ayuno. Sin embargo, 
la migración estimulada por la presencia de VEGF, FS o S1P (esfingosina-1-fosfato, ligando 
extracelular para GPCRs), es impedida en las células transfectadas con siRNAs Sur8, ya que se 
induce muerte celular en estas condiciones (Anexo 1). 
   
 
2.  IMP ORTANCIA  DE LA LOCALIZACI ÓN SUBCELU LAR  DE SUR8   
Quisimos investigar si la correcta localización de Sur8 es clave para regular la intensidad 
de la señal de la ruta RAS/RAF/MEK/ERK o si sus diferentes localizaciones dentro de la célula 
son claves para el desarrollo de distintas funciones.  
 
2.1 EL MUTANTE PUNTUAL SUR8 S2G NO INCREMENTA LA FOSFORILACIÓN DE ERK   
 
Resultados previos del laboratorio demuestran que la proteína de fusión MYR-Sur8, que 
contiene la secuencia de N-miristoilación de la proteína Src, inhibe la activación de ERK 
inducida por FGF y EGF, acompañado de un cambio de localización de Sur8 hacia dominios de 
balsas lipídicas de la membrana plasmática (León, G. 2010). Por otro lado, Cordeddu et al. 
(2009) describen que una mutación puntual en el codón codificante de la serina en posición 2 
de Sur8 con cambio a glicina en el mutante, encontrada en pacientes de un tipo de síndrome 
de Noonan con pérdida de cabello anágeno, genera un sitio de miristoilación para esta 
proteína capaz de sobrepotenciar la vía de ERK. Con el objetivo de intentar explicar las 
diferencias entre estos resultados, empleamos distintas aproximaciones. 
Empezamos por la obtención del mutante Sur8 S2G mediante mutagénesis dirigida, que 
fue clonado en un plásmido con epítopo MYC en el extremo carboxilo para evitar que este 
interfiera con la miristoilación que afecta al segundo aminoácido de Sur8 en el extremo N-
terminal, tal como aparece en pacientes. Paralelamente, generamos también este mutante sin 
ningún epítopo. Una vez obtenidos, comprobamos los efectos de su sobreexpresión sobre la 
activación de ERK en células HEK 293T, tras estimulación con EGF. Como se muestra en la 
Figura R-8A, la proteína Sur8 S2G no es capaz de incrementar la fosforilación de ERK, al 
contrario de lo que ocurre con Sur8 wt, pero tampoco de inhibir su fosforilación como sí 
sucede con MYR-Sur8.  
Para corroborar estos resultados, realizamos un ensayo de activación transcripcional de 
Elk1 (Gal4-Elk1/Luc) con el gen reportero de la enzima Luciferasa. En la Figura R-8B, vemos 




la actividad de Gal4-Elk1, mientras que la proteína de fusión MYR-Sur8 induce un descenso de 
la actividad luciferasa. El mutante Sur8 S2G, en comparación, induce solamente una ligera 
activación de Gal4-Elk1 tras estimulación con EGF.  
 
 
FIGURA R-8. EL MUTANTE PUNTUAL SUR8 S2G NO INCREMENTA LA FOSFORILACIÓN DE ERK. (A) Células HEK 293T 
transfectadas con la construcción pCEFL-KZ-HA-ERK1 junto a vector vacío, pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pCEFL-
KZ-Sur8 S2G o pCEFL-KZ-MYR-AU5-Sur8. Tras 16h de ayuno, la estimulación se realizó con EGF (100 
ng/ml) durante 10 min. Los inmunoprecipitados (IP) α-HA fueron resueltos por WB para detectar los 
niveles de p-ERK y ERK1/2. En los extractos totales se valoró la cantidad de Sur8 y de ERK1 transfectados 
con anticuerpos α-Sur8 y α-HA, respectivamente. Los niveles de fosforilación de ERK, respecto la 
cantidad de ERK total de cada punto, se representan como el “incremento” en el WB. Estos ensayos 
fueron reproducidos tres veces con resultados similares; (B) Células Cos7 transfectadas con los 
plásmidos pCDNAIII-Gal4-Elk1, pGal4-Luc y pRL-TK junto con vector vacío, pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pEF1-
Sur8 S2G-MYC o pCEFL-KZ-MYR-AU5-Sur8. Tras 16h de ayuno, se estimularon con EGF (100 ng/ml) 
durante 6 horas. En la gráfica se representan los valores de actividad luciferasa, normalizados con la 
actividad Renilla de cada extracto celular y expresado como inducción respecto del valor de las células 
transfectadas con vector vacío en ayuno. Dicho histograma corresponde a la media y desviación 
estándar de tres experimentos realizados por triplicado. La estadística se realizó comparando los valores 
obtenidos con las distintas construcciones sobreexpresadas en ayuno respecto al valor de las células con 
vector en ayuno, los valores en estimulación se analizaron frente a las células transfectadas con vector y 
estimuladas con EGF. Los asteriscos en color azul muestran el resultado del análisis estadístico entre los 
valores de cada construcción en ayuno frente a estimulación. ***: p<0.001, **: p<0.01, n.s: no 
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Investigamos en qué nivel de la vía de señalización RAS/RAF/MEK/ERK el mutante puntual 
Sur8 S2G está dejando de ejercer su función y reduciendo, consecuentemente, la activación de 
ERK. Para ello, transfectamos formas hiperactivas de las proteínas clave de la vía: K-RAS4B V12, 
B-RAF V600E y MEK1 EE. La Figura R-9 sugiere que la sobreexpresión de Sur8 S2G bloquea la 
fosforilación de ERK inducida por K-RAS hiperactivo. Este resultado iría en concordancia con la 
función adaptadora de Sur8 descrita favoreciendo la activación de RAF, a través de su 
interacción con RAS, para dar lugar a la activación de ERK. El resto de proteínas hiperactivas, 
que actúan por debajo de este punto de la cascada, sí son capaces de mantener la fosforilación 
de ERK independientemente de cual sea la construcción de Sur8 sobreexpresada. Además, 
observamos que el comportamiento de la proteína Sur8 S2G es comparable a MYR-Sur8 y a la 
proteína de fusión de Sur8 con la región N-terminal de miristoilación de LCK (Leukocyte-specific 
protein tyrosine Kinase) (LCK-Sur8), que posee un comportamiento y localización similar a 
MYR-Sur8 (León, 2010). 
 
FIGURA R-9. EL MUTANTE SUR8 S2G BLOQUEA LA FOSFORILACIÓN DE ERK INDUCIDA POR RAS HIPERACTIVO. Células 
HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-HA-ERK1 junto a vector vacío, pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pCEFL-KZ-
MYR-AU5-Sur8, pCEFL-KZ-AU5-LCK-Sur8 o pCEFL-KZ-Sur8 S2G, se cotransfectaron con pCEFL-KZ-AU5-K-
RAS4B V12, pMCEF-B-RAF V600E o pCDNAIII-MEK1 EE. Los inmunoprecipitados (IP) α-HA fueron 
resueltos por WB con anticuerpos específicos α-pERK, α-ERK y α-AU5 o α-Sur8 para detectar los niveles 
de p-ERK, ERK1/2 y las distintas construcciones de Sur8. Los niveles de fosforilación de ERK, respecto la 
cantidad de ERK total de cada punto, se representan en el histograma. Estos ensayos fueron 



































































































2.2 SUR8 S2G SE LOCALIZA PRINCIPALMENTE EN BALSAS LIPÍDICAS DE MEMBRANA PLASMÁTICA  
 
Para comprobar si un cambio en la localización celular pudiese ser la responsable de la 
incapacidad del mutante puntual Sur8 S2G para potenciar la activación de ERK, estudiamos su 
localización mediante ensayos de separación membrana/citoplasma en condiciones de ayuno y 
estimulación con EGF. En la Figura R-10A, vemos como Sur8 wt se localiza principalmente en la 
fracción citoplasmática en células HEK 293T, aunque también existe una proporción en 
membrana plasmática. La proteína de fusión MYR-Sur8 solo aparece en membrana y el 
mutante Sur8 S2G, igualmente, se encuentra presente únicamente en esta misma fracción 
tanto en ayuno como con EGF. Por otro lado, realizamos inmunofluorescencias en células HeLa 
transfectadas con Sur8 wt y Sur8 S2G. En las imágenes de microscopía confocal (Fig. R-10B), 
observamos, al igual que en el anterior ensayo, que la localización de Sur8 wt es 
principalmente citoplasmática. Sin embargo, el mutante Sur8 S2G posee un patrón más 
periférico que sugiere una localización asociada a regiones de membrana plasmática, de forma 
similar a la distribución de MYR-Sur8 (León, 2010).  
 
FIGURA R-10. SUR8 S2G SE LOCALIZA PRINCIPALMENTE EN REGIONES DE MEMBRANA PLASMÁTICA. (A) Separación 
membrana/citoplasma de los lisados de células HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, 
pEF1-Sur8S2G-MYC o pCEFL-KZ-MYR-AU5-Sur8. Las células se tuvieron en ayuno durante 16h antes de la 
estimulación con EGF (50 ng/ml, 10 min). La detección de las diferentes proteínas se realizó empleando 
el anticuerpo α-Sur8. Experimento realizado dos veces con similar resultado; (B) Imágenes de 
microscopía confocal de células HeLa transfectadas con pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt o pEF1-Sur8 S2G-MYC y 
estimuladas con EGF (50 ng/ml, 10 min), tras 16h de ayuno. Se muestran dos imágenes a diferente 
aumento para cada una de las construcciones. Para la detección de Sur8 wt se utilizó α-AU5 y para Sur8 
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Para definir en qué regiones concretas de la membrana plasmática se encuentran 
localizadas estas proteínas, complementamos los resultados anteriores realizando ensayos de 
separación de microdominios de membrana por gradientes de sacarosa. Debido a que los 
compartimentos de membrana desorganizada y los de balsas lipídicas poseen una composición 
diferente en lípidos, podemos separarlos por su distinta densidad y detectar las proteínas 
asociadas a estos compartimentos. Los ensayos se realizaron en células HEK 293T 
transfectadas con Sur8 wt, Sur8 S2G o MYR-Sur8. Los resultados obtenidos, tras estimulación 
con FGF (Fig. R-11) o EGF (Anexo 2), muestran como las proteínas Sur8 S2G y MYR-Sur8 se 
localizan preferentemente en las fracciones de menor densidad, junto a la caveolina (marcador 
de balsas lipídicas). Mientras, la proteína Sur8 wt aparece mayoritariamente en las fracciones 





FIGURA R-11. ANÁLISIS DE LA LOCALIZACIÓN DE SUR8 EN MICRODOMINIOS DE MEMBRANA PLASMÁTICA TRAS 
ESTIMULACIÓN CON FGF. Separación en gradientes de sacarosa de extractos de células HEK 293T 
transfectadas con pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pEF1-Sur8 S2G-MYC o pCEFL-KZ-AU5-MYR-Sur8 y que se 
deprivaron de suero durante 16h antes de su estimulación con FGF (50 ng/ml, 10 min). LT: Lisado total. 
El análisis por WB se realizó usando, como anticuerpos primarios, α-AU5 para detectar Sur8 wt y MYR-
Sur8 o α-MYC para la detección de Sur8 S2G, y α-Transferrina y α-Caveolina como controles de los 
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2.3 LOCALIZACIÓN DE SUR8 EN EL NÚCLEO CELULAR 
 
Resultados anteriores del laboratorio, muestran que en células UR61 (derivadas de PC12) 
la distribución celular de Sur8 se encuentra, principalmente, en citoplasma y en el área 
perinuclear. Asimismo, Sur8 aparece en el núcleo de células diferenciadas o que inician 
diferenciación, estando excluido del nucléolo (León, 2010). Estas observaciones, en la misma 
línea que otros trabajos (Cordeddu et al., 2009; Jeoung et al., 2013), nos llevaron a estudiar la 
presencia de Sur8 en este orgánulo celular.  
Como primera aproximación, realizamos ensayos de inmunofluorescencia para 
comprobar la distribución de la proteína Sur8 endógena, utilizando células HeLa y células 
NIH3T3. En la Figura R-12 se muestra como, para ambos tipos celulares en condiciones de 
crecimiento normal, Sur8 se localiza en el núcleo, la región perinuclear y en el citoplasma. 
Resultados similares se obtuvieron tras la transfección ectópica de Sur8 en células HeLa (Anexo 
3). Mediante un ensayo bioquímico de separación de núcleo y citoplasma en células HEK 293T 
sobreexpresando Sur8 y HeLa, se observa como esta proteína también aparece en ambas 
fracciones (Fig. R-13). 
 
FIGURA R-12. DISTRIBUCIÓN INTRACELULAR DE SUR8. Inmunofluorescencia de células HeLa y células NIH3T3 en 
condiciones de crecimiento normal con FS 10% y CS 10%, respectivamente. Como anticuerpo primario 
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FIGURA R-13. DISTRIBUCIÓN INTRACELULAR DE SUR8. (Izquierda) WB de la separación núcleo/citoplasma de 
células HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt y crecidas en FS 10%. La detección de Sur8 se 
realizó con un anticuerpo contra su epítopo, α-AU5. El resto de proteínas se detectaron empleando 
anticuerpos específicos: α-βactina, como control de carga, y α-β tubulina y α-lámina B, como 
marcadores de citoplasma y núcleo, respectivamente; (derecha) WB de la separación núcleo/citoplasma 
de células HeLa crecidas en condiciones de ayuno o de FS 10%. La detección del Sur8 endógeno se 
realizó con anticuerpo α-Sur8. Se empleó α-β tubulina como marcador de citoplasma y como marcador 
de núcleo se utilizó α-CSTF3, factor que participa en la maduración de los pre-mRNAs. 
  
 
2.3.1 Búsqueda de secuencias NLS y NES en Sur8 
Ante estos resultados, procedimos al estudio de la estructura primaria de Sur8 con el 
objetivo de encontrar posibles señales de localización nuclear (NLS) y/o de exportación (NES).  
Las proteínas que deben ser translocadas desde el citoplasma al núcleo para realizar 
determinadas funciones, contienen cortas secuencias de aminoácidos conocidas como NLS que 
son reconocidas por importinas αβ. Tras el análisis in silico, detectamos la secuencia PGTRKKS 
en posición 79 como NLS similar a la consenso del antígeno T SV40 (programa PSORT II) y 
varias señales bipartitas en el extremo N-terminal y C-terminal (programa NLS-mapper) (Fig. R-
14A). Para validar estos análisis, generamos un mutante de deleción de Sur8 en el extremo N-
terminal sin los primeros 88 residuos (ΔNLS Sur8), incluyendo algunas de las putativas NLS, y 
comprobamos la localización de la proteína truncada mediante ensayos de separación 
núcleo/citoplasma. Como se muestra en la Figura R-14B, la proteína ΔNLS Sur8 solo se detecta 
en la fracción citosólica, mientras que Sur8 wt aparece tanto en citosol como en núcleo. 
Realizamos ensayos de inmunofluorescencia empleando esta proteína truncada y el resultado 
mostró que ΔNLS Sur8 queda acumulada en citosol, mientras que la forma wt sobreexpresada 

































FIGURA R-14. ESTUDIO DE POSIBLES SECUENCIAS NLS EN SUR8. (A) Predicción in silico, a través del programa 
NLS-mapper, de posibles NLS bipartitas en Sur8 (en color rojo). La secuencia monopartita predicha por el 
programa PSORT II se indica en el recuadro azul; (B) WB del ensayo de separación núcleo/citoplasma 
realizado en células HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-HA-Sur8 wt o pCEFL-KZ-HA-Sur8 ΔNLS. Se 
empleó α-HA para detectar ambas construcciones y, como controles del ensayo, α-β tubulina (marcador 
de citoplasma) y α-lámina B (marcador de núcleo). En el panel inferior, se muestran imágenes de 
microscopía confocal de células HeLa transfectadas con pCEFL-KZ-HA-Sur8 wt o el mutante de deleción 
(ΔNLS Sur8), mantenidas en cultivo con FS 10%. Se empleó α-HA, seguido de α-ratón FITC, para detectar 
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También evaluamos la posibilidad de que Sur8 sea capaz de salir del núcleo ante 
determinados requerimientos celulares. Para ello, es necesario el reconocimiento de NES por 
exportinas como CRM1. En la estructura primaria de Sur8, se identificaron varias regiones 
entre los aminoácidos 173-181 y 450-457, con 4-5 residuos hidrofóbicos característicos de las 




































FIGURA R-15. ESTUDIO IN SILICO DE SECUENCIAS NES EN SUR8. Predicción in silico de posibles secuencias NES en 
Sur8 mediante el programa NetNES 1.1. 
 
Tras los experimentos realizados en HeLa y NIH3T3 con Leptomicina B, inhibidor de 
CRM1, Sur8 parece acumularse ligeramente en núcleo y en la región perinuclear en ambos 
tipos celulares (Fig. R-16); mientras, p65, miembro de la familia de NF-kB empleada como 
control, se acumula enteramente en el núcleo (Anexo 4), sugiriendo que Sur8 podría estar 







FIGURA R-16. ESTUDIO DE LA EXPORTACIÓN DE SUR8 DESDE EL NÚCLEO CELULAR. Células NIH3T3 (A) y HeLa (B) 
mantenidas en condiciones normales de cultivo, fueron tratadas con o sin Leptomicina B a diferentes 
concentraciones (10 ng/ml o 60 ng/ml) y tiempos (4h-O/N). Se usó α-Sur8 como anticuerpo primario, 
seguido de α-conejo FITC, para visualizar la localización de Sur8. Los núcleos fueron teñidos con DAPI.  
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2.3.2 Localización de Sur8 en los speckles nucleares  
Los speckles son pequeñas estructuras nucleares sin membrana, también llamadas 
compartimentos de factores de splicing o clusters de gránulos intercromatínicos. Se trata de 
estructuras dinámicas que sirven como reservorio de factores que participan en la 
transcripción mediada por la RNA polimerasa II y en el procesado del pre-mRNA, por lo que 
dependen del estado transcripcional de la célula (Lamond and Spector, 2003). En la Figura R-
17, se muestra como Sur8 sobreexpresado en células HeLa, se encuentra en la misma 
localización que el marcador de speckels TMG-cap, sugiriendo que Sur8 podría estar implicado 
en la acumulación de determinados factores en los speckels o actuar como factor necesario 
para la transcripción o el splicing del pre-mRNA. Podemos destacar que es frecuente que las 
células con altos niveles de expresión de Sur8, muestren speckles menos densos, sugiriendo 
que estas células son más activas transcripcionalmente.  
 
FIGURA R-17. SUR8 COLOCALIZA CON LOS SPECKLES EN EL NÚCLEO CELULAR. Imágenes de inmunofluorescencias 
dobles en células HeLa, crecidas en FS al 10%, después de 24h desde la transfección de pCEFLZ-HA-Sur8 
wt. Sur8 se ha visualizado empleando -HA como anticuerpo primario y α-ratón FITC como secundario. 
Los speckles se han detectado con α-TMG-CAP seguido de α-conejo Texas Red. Las áreas de 
colocalización en el solapamiento aparecen en color amarillo.  
   
 
2.4 SUR8 PODRÍA DESEMPEÑAR DIVERSAS FUNCIONES EN EL NÚCLEO CELULAR 
 
Paralelamente a los ensayos de inmunofluorescencia y en colaboración con el grupo del 
Dr. Ignacio Casal (CIB), realizamos una aproximación proteómica analizando las proteínas con 
las que Sur8 estaría interaccionando en el núcleo celular. Para ello, empleamos un subtipo 
celular derivado de una línea de cáncer de vejiga con el FGFR1 sobreexpresado (RT112-FGFRI), 
con gran cantidad de Sur8 (Anexo 5). A partir de los extractos nucleares de esta línea celular se 
inmunoprecipitó la proteína Sur8 endógena. En paralelo, sobreexpresamos HA-Sur8 
ectópicamente en células HEK 293T y se inmunoprecipitó Sur8 de los extractos nucleares, 





proteómico para detectar las proteínas nucleares que coinmunoprecipitan con Sur8, siendo 
caracterizadas por espectrometría de masas (EM). En la Figura R-18 y en el apartado de 





FIGURA R-18. APROXIMACIÓN PROTEÓMICA DE INTERACCIONES DE SUR8 EN EL NÚCLEO CELULAR. (A) Esquema de los 
pasos realizados hasta llegar al análisis de las proteínas que interaccionan con Sur8. EM: Espectometría 
de masas; (B) WB de la IP con α-HA de células HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-HA-Sur8 wt, de las 
que se analizó el inmunoprecipitado nuclear; (C) Geles de acrilamida obtenidos de las muestras 
inmunoprecipitadas en RT112-FGFRI con α-Sur8 (izquierda) y HEK 293T con α-HA (derecha). En el caso 
del gel α-HA (derecha) se aislaron 2 bandas extra, que corresponden a las zonas de movilidad de la 




Los resultados obtenidos por EM con cada una de las aproximaciones, mostraron que la 
mayoría de las proteínas detectadas están relacionadas con la transcripción y regulación de la 
cromatina, así como con la biología del RNA (Fig. R-19A). Aunque se trata de tipos celulares 
muy distintos y se han realizado aproximaciones diferentes, hemos detectado una serie de 
proteínas comunes en ambos tipos celulares (Fig. R-19B). La lista completa de las proteínas 
obtenidas se muestra en los Anexos 6 y 7.  
 


















































































FIGURA R-19. PROTEÍNAS QUE INTERACCIONAN CON SUR8 EN EL NÚCLEO CELULAR. (A) Gráfico en el que se muestran 
las diferentes funciones de las proteínas obtenidas inmunoprecipitando Sur8 endógeno en células 
RT112 FGFRI (izquierda) y Sur8 sobreexpresado en HEK 293T (derecha); (B) Tabla con las proteínas 
comunes que inmunoprecipitan con Sur8 en ambos tipos celulares, funciones y localizaciones con las 
que se relacionan.  
 
 
3.  OBTENCI ÓN DE L RAT ÓN KO  CONDI CI ONA L P ARA SUR8  Y  SU S L ÍNEA S DE RI VAD AS  
 
Para estudiar la importancia del papel que Sur8 ejerce sobre el control de la vía de 
activación de ERK in vivo, durante esta tesis doctoral, se comenzó a desarrollar en el 
laboratorio una nueva línea de investigación con ratones modificados genéticamente. 
Mediante esta aproximación, valoramos la relevancia de esta proteína adaptadora estudiando 
los efectos derivados de su supresión en tejidos concretos y en el conjunto del animal adulto. 


















SPATS2-like protein  [Q9NUQ6]
Desconocida pero parece implicada en la respuesta a 
estrés oxidativo 
Núcleo / Citoplasma
General transcription factor 3C 
polypeptide 2, TF3C2 [Q8WUA4]
Implicada en la iniciación de la transcripción mediada
por la RNA polimerasa III
Núcleo
Pyruvate kinase isozymes M1/M2 
[P14618]
Enzima glicolítica que participa en la formación de ATP 
Núcleo / Citoplasma
DAZ-associated protein 1 [Q96EP5] Proteína de unión al RNA Núcle  / Citoplasma
Epidermal growth factor receptor 
kinase substrate 8, EPS8 [Q12929]
Participa en la transducción de señales de Ras a Rac y 
controla varias protusiones celulares regulando el 
citoesqueleto de actina
Citoplasma
Protein BAT2-like 2, BA2L2 [Q9Y520] Desconocida Desconocida
U4/U6 small nuclear 
ribonucleoprotein Prp3 [O43395]
Participa en el splicing del pre-mRNA formando parte 
del espliceosoma
Núcleo
Isoform 3 of Cyclin-K, CCNK [O75909]
Participa en el ciclo celular regulando las quinasas
dependientes de ciclinas (Cdks). También regula la 
transcripción a través de la RNA polimerasa II
Núcleo / Citoplasma
Negative elongation factor B, NELFB 
[Q8WX92]
Componente del complejo NELF, regulador negativo de 






Debido a la letalidad embrionaria que presentan los ratones KO para Sur8 (Yi et al., 2010), 
recurrimos a la generación del animal KO condicional. De forma comercial, se encontraban 
disponibles en el KOMP, ESCs de ratón que contenían en heterocigosis una construcción de 
tipo KO-First, introducida por recombinación homóloga entre los exones 1 y 2 del locus de Sur8 
en el cromosoma 19. Este alelo no se expresa debido a la presencia de un nuevo sitio aceptor 
de splicing que rompe la pauta de lectura del resto del gen. Sin embargo, esta construcción 
tiene la capacidad de convertirse en un alelo condicional vía recombinación por la enzima FLP 
que reconoce secuencias FRT, eliminándose así el sitio aceptor de splicing junto al gen 
reportero de la β-galactosidasa y el gen de resistencia a NEO. Tras esta deleción, solo quedará 
el exón 2 flanqueado por sitios LoxP. El gen Sur8 murino posee 9 exones que codifican para 
una proteína de 581 aminoácidos, pero es el exón 2 el que contiene la mayor parte de pauta 
de lectura, por lo que su eliminación producirá la supresión de un producto génico funcional 
(Fig. R-20A). 
 
FIGURA R-20. ESTRATEGIA DE RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA Y OBTENCIÓN DEL ALELO KO CONDICIONAL DE SUR8. (A) Representación 
esquemática de los alelos derivados de este estudio. El vector de recombinación homóloga (“construcción de targeting”) 
contiene una señal aceptora de splicing (“Ens2 SA”, violeta), el gen reportero de la β-galactosidasa bajo una secuencia IRES 
y una secuencia de poliadenilación (“pA”) (azul) y una caja β-actina-neo-pA (resistencia a NEO) (naranja). Todos estos 
elementos, flanqueados por secuencias FRT (triángulos verdes). Seguidamente, encontramos el exón 2 de Sur8 flanqueado 
por dos sitios loxP (triángulos rojos). El “alelo KO-First” se generó por recombinación homóloga en el locus wt de Sur8. 
Después del corte mediado por la recombinasa FLP, se escindieron todos los elementos englobados entre los sitios FRT, 
generándose un alelo KO condicional (“alelo flox”). El exón 2 será delecionado mediante acción de la recombinasa Cre, por 
reconocimiento de las secuencias LoxP, dando lugar al “alelo nulo” para Sur8. La posición relativa de los oligonucleótidos 
utilizados como cebadores (mShoc2F, FloxF, FloxR) en las reacciones de PCR se muestra en el esquema; (B) Imagen de una 
PCR de genotipado representativa de animales con distintos genotipos, junto con la línea celular ESC parental que se utilizó 
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Para generar las quimeras a partir de las ESCs KO-First, se contó con la colaboración de la 
Dra. Sagrario Ortega (CNIO). Las ESCs con el alelo modificado se inyectaron en blastocistos y, 
una vez introducidos en hembras pseudogestantes, dieron lugar a una serie de animales 
quiméricos por poseer células de naturaleza genética diferente (apartado 6 de Materiales y 
Métodos). La expresión del color agouti, restaurado en el genoma de las ESCs modificadas, nos 
indicó la contribución de estas células en los ratones quimera. Cuando las quimeras se 
cruzaron con animales C57BL/6 wt, observamos que solo un ratón quimera era capaz de 
transmitir, por vía germinal, el genoma de las ESCs modificadas, tal como mostró la presencia 
de crías agouti en su progenie. Sin embargo, ningún ratón en toda la descendencia (más de 
100 crías) heredó el alelo KO-First, analizando las camadas por PCR a partir de DNA genómico 
extraído de la cola. La alta expresión de Sur8 en ovario y en distintos estadios de desarrollo 
(EST profile, UniGene, NCBI), junto a este resultado, plantea la posibilidad de que la falta de 
Sur8, incluso en heterocigosis, podría ser esencial para la generación de los gametos o en 
alguna fase del desarrollo prenatal.  
 
Para poder llegar a obtener el ratón KO condicional para Sur8, cruzamos estas quimeras 
con ratones que expresaban la recombinasa FLP, con el fin de convertir el alelo KO-First en un 
alelo KO condicional clásico. La eliminación por recombinación de la región contenida entre los 
sitios FRT, dio lugar a un alelo flox en el que solo el exón 2 crítico queda flanqueado por los 
sitios LoxP, expresándose Sur8 de forma normal (Fig. R-20A). Los resultados fueron positivos ya 
que 1 de cada 8 crías de la progenie del animal quimera que transmitía el color agouti, 
recibieron el alelo flox (Fig. R-20B). Para obtener los animales homocigotos para este alelo, los 
animales Sur8flox/+ de la F1 fueron cruzados entre sí, obteniendo animales Sur8flox/flox en fondo 
genético C57BL/6, con la segregación mendeliana esperada, normales fenotípicamente y 
fértiles. Una vez tuvimos la colonia establecida, cruzamos estos ratones con las cepas 
transgénicas K5-CreT/+ y UbiquitinaC (UBC)-CreERT2 T/+ inducible por tamoxifeno, para estudiar 
los efectos de la deleción de Sur8 en piel y las consecuencias de su eliminación global tras el 








4.  PAPEL DE SUR8  E N E L  DE SAR ROLLO Y  F IS IOLOGÍA  DE LA EP IDERMI S DE  R AT ÓN    
 
4.1 ANÁLISIS DE LA ELIMINACIÓN DE SUR8 EN QUERATINOCITOS PRIMARIOS DERIVADOS DEL RATÓN 
KO CONDICIONAL SUR8FLOX/FLOX   
 
Para abordar el estudio del papel de Sur8 en la epidermis, comenzamos por una 
aproximación ex vivo mediante la obtención de cultivos primarios de queratinocitos aislados a 
partir de la cola de ratones adultos de la línea Sur8flox/flox establecida. Una vez en cultivo, los 
queratinocitos primarios fueron infectados con adenovirus que expresan la recombinasa Cre (o 
la proteína GFP como control) para provocar la escisión de los alelos floxeados de Sur8 (Fig. R-
21). Una vez eliminada su expresión, analizamos cambios en la expresión génica de diferentes 
marcadores relacionados con proliferación, diferenciación e inflamación epidérmica.  
 
 
FIGURA R-21. CULTIVO PRIMARIO E INFECCIÓN DE QUERATINOCITOS DERIVADOS DE ANIMALES KO CONDICIONALES PARA 
SUR8. Esquema representando el procedimiento seguido para la obtención de los queratinocitos 
primarios a partir de la cola de una mezcla de varios animales adultos Sur8
flox/flox
. Las células aisladas y 
puestas en cultivo fueron infectadas con adenovirus que expresan la recombinasa Cre o GFP, de modo 
que se obtuvieron células KO para Sur8 y células control procedentes de un mismo cultivo primario. 
 
 
En la Figura R-22A se muestra la disminución significativa de expresión de Sur8 tras la 
infección con Adeno-Cre, cuantificada mediante qRT-PCR. Mediante WB se comprobó también 
la reducción de la proteína Sur8 en estas células, así como la menor fosforilación de ERK en los 











FIGURA R-22. ANÁLISIS DE LA ELIMINACIÓN DE SUR8 EN QUERATINOCITOS DERIVADOS DE ANIMALES KO CONDICIONALES. 
(A) Análisis por qRT-PCR de Sur8 en queratinocitos procedentes de 3 ratones Sur8
flox/flox
 de 4-6 meses de 
edad, 5 días después de su aislamiento e infección con adeno-GFP o Cre. El mRNA fue normalizado con 
GAPDH. La gráfica muestra el resultado de un experimento representativo, realizado por triplicado, de 
dos experimentos independientes. Las barras muestran la desviación estándar. ***: p<0.001; (B) Análisis 
por WB de los lisados celulares de los queratinocitos infectados con adeno-GFP o adeno-Cre usando α-
Sur8, α-pERK y α-ERK como anticuerpos primarios. Como control de carga se empleó la expresión de β 
tubulina. En el WB se muestra el incremento obtenido de la cuantificación de la intensidad de señal de 
pERK respecto de la señal de ERK total. 
 
 
4.1.1 Sur8 influye positivamente en la progresión del ciclo celular de 
queratinocitos in vitro 
Procedimos al análisis por qRT-PCR de posibles cambios en la expresión de marcadores 
relacionados con la proliferación celular. Los resultados obtenidos, muestran que en los 
queratinocitos Sur8Δep, hay un descenso significativo de ciclina D1, ciclina D2 y del antígeno 
nuclear asociado a células proliferativas (PCNA) (Fig. R-23A). La reducción en la expresión de 
estos reguladores positivos del ciclo celular, fue acompañada de un aumento en inhibidores 
tales como p53. Además, la expresión de genes inductores de senescencia como p16 y p19 
aumentó en ausencia de Sur8 (Fig. R-23B). Estos resultados sugieren que Sur8 podría intervenir 













































FIGURA R-23. SUR8 INFLUYE POSITIVAMENTE EN LA PROGRESIÓN DEL CICLO CELULAR DE QUERATINOCITOS IN VITRO. 
Análisis por qRT-PCR de queratinocitos primarios aislados de 3 ratones adultos KO condicionales para 
Sur8, 5 días después de su aislamiento e infección con adenovirus Cre (Sur8
Δep
) o GFP (Sur8
flox/flox
). En (A) 
se representa la expresión de reguladores positivos del ciclo celular (cicD1, cicD2) y el marcador de 
proliferación PCNA. En (B) se muestra la expresión de reguladores negativos del ciclo (p16, p19, p53, 
p21). La expresión de cada mRNA fue normalizado con GAPDH. Se muestran resultados de un 
experimento representativo, realizado por triplicado, de dos experimentos independientes con similares 
resultados. Las barras de error representan la desviación estándar. ***: p<0.001, **: p<0.01, n.s: no 
significativo. 
 
4.1.2 La expresión de marcadores de diferenciación en queratinocitos primarios 
está regulada negativamente por Sur8  
En los queratinocitos aislados, se analizó también si la falta de Sur8 podría afectar a la 
expresión de genes característicos de la diferenciación epidérmica. En ausencia de Sur8, como 
se muestra en la Figura R-24, se produce la inducción de la expresión de las queratinas 
suprabasales K1 y K10, marcadoras de diferenciación temprana, e Involucrina, marcador de 
diferenciación intermedia. Estos efectos, complementarios a los obtenidos con los marcadores 
de proliferación, sugieren que Sur8 interviene negativamente sobre la diferenciación de 
queratinocitos in vitro. La expresión de K5, queratina específica de la capa basal donde se 











































































FIGURA R-24. LA EXPRESIÓN DE MARCADORES DE DIFERENCIACIÓN EN QUERATINOCITOS PRIMARIOS ESTÁ REGULADA 
NEGATIVAMENTE POR SUR8. Cuantificación por qRT-PCR de genes característicos de diferenciación 





), obtenidos de 3 ratones Sur8
flox/flox 
de 4-6 meses de edad sometidos a 
la infección con adenovirus-Cre o GFP. La expresión de estos genes se normalizó respecto a GAPDH. Se 
muestran resultados de un experimento representativo, realizado por triplicado, de dos experimentos 
independientes con resultados similares. Las barras de error representan la desviación estándar. **: 
p<0.01, n.s: no significativo estadísticamente. 
 
4.1.3 Sur8 induce el aumento de expresión de citoquinas proinflamatorias en 
queratinocitos in vitro 
En la epidermis, los queratinocitos son fuente de secreción de citoquinas proinflamatorias 
y ejercen un papel clave en el desarrollo de diferentes enfermedades epidérmicas. 
Examinando la expresión de marcadores implicados en inflamación en los queratinocitos 
Sur8Δep, vemos como hay una disminución en la cantidad de mRNA del factor de necrosis 
tumoral α (TNF-α), citoquina proinflamatoria muy potente que estimula la liberación de otras 
citoquinas (Fig. R-25). Factores proinflamatorios como la proteína de unión a calcio S100A9, 
ven también reducida su expresión. Además, la linfopoyetina estromal tímica (TSLP) también 
disminuye su expresión en los queratinocitos Sur8Δep, aunque de forma no estadísticamente 
significativa (Fig. R-25). La disminución de estos mediadores sugiere que Sur8 podría ejercer un 







































FIGURA R-25. SUR8 INDUCE EL AUMENTO DE EXPRESIÓN DE CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN QUERATINOCITOS IN 
VITRO. Análisis por qRT-PCR de las citoquinas TNF-α, Il-6, S100A9 y TSLP en queratinocitos primarios 
aislados de 3 ratones adultos Sur8
flox/flox
, 5 días después de su aislamiento e infección con adenovirus-
Cre (Sur8
Δep
) o GFP (Sur8
flox/flox
). La expresión de cada mRNA fue normalizada con GAPDH. Se muestran 
resultados de un experimento representativo, realizado por triplicado, de dos experimentos 
independientes. Las barras de error representan la desviación estándar. ***: p<0.001, n.s: no 
significativo estadísticamente.   
 
 
4.2 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DEL RATÓN KO DE SUR8 EN EPIDERMIS   
 
 
Paralelamente a los estudios ex vivo con queratinocitos primarios, dirigimos la 
eliminación de Sur8 específicamente en epidermis para explorar su papel in vivo. Para ello, 
usamos una línea de ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre bajo 14kb del 
promotor del gen humano de K5 para dirigir su expresión en la capa basal de la epidermis 
murina y en la ORS de los folículos pilosos (Tarutani et al., 1997). Para generar estos ratones, 
los Sur8flox/flox fueron cruzados con el animal transgénico K5-CreT/+, por lo que mediante el 
sistema Cre-loxP, la eliminación de Sur8 tendrá lugar principalmente en las células troncales 
que ocupan el compartimento basal de la epidermis y en todas las células del resto de estratos 
que derivan de ellas, así como en los folículos pilosos.  
 
La progenie heterocigota (Sur8flox/+;K5-CreT/+), con más de 1 año de edad, se ha 
desarrollado con normalidad y no ha presentado alteraciones ni cambios patológicos 
aparentes, siendo fenotípicamente comparables a los Sur8flox/flox (datos no mostrados). El 
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corazón, hígado, pulmones, cerebro…) no señaló ninguna anormalidad, comparados con los 
animales control. Al ser fértiles, pudimos realizar los cruces adecuados para obtener los 
animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+. La proporción en la que se obtienen los ratones de diferentes 
genotipos coincide con una segregación mendeliana, lo que descarta la existencia de letalidad 
embrionaria en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+. Pese a sus características fenotípicas, que 
detallaremos seguidamente, los machos Sur8flox/flox;K5-CreT/+ han mostrado ser fértiles, 
mientras que en las hembras parece existir un problema de hipoplasia ovárica que resulta en 
infertilidad. A lo largo del tiempo, la calidad de vida de estos animales disminuye 
considerablemente, por lo que suelen ser sacrificados aproximadamente a los 6 meses de edad 
siguiendo el criterio de punto final.  
 
Como se muestra en la Figura R-26A, se comprobó la eliminación del exón 2 de Sur8 en la 
epidermis de la descendencia mediante PCR. El análisis por qRT-PCR a partir de RNA total 
aislado de queratinocitos de la cola de animales de diferentes genotipos, reveló una reducción 
de la expresión de Sur8 al 50% en los animales Sur8flox/+;K5-CreT/+ y en más de un 90% en los 
animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ (Fig. R-26B). Para comprobar que la deleción del exón resulta, 
finalmente, en la ausencia de un producto génico funcional, extractos de queratinocitos 
aislados de la cola de estos animales fueron analizados por WB. Como se muestra en la Figura 
R-26C, la cantidad de proteína Sur8 en los Sur8flox/flox;K5-CreT/+ se redujo significativamente, en 
comparación con los controles. Asimismo, la fosforilación basal de ERK está reducida ante la 
falta de Sur8, confirmando su papel como regulador positivo de la vía RAS/RAF/MEK/ERK in 
vivo. Por último, como se muestra en la Figura R-26D, la cantidad de proteína Sur8 detectada 
por IHQ es marcadamente menor en la epidermis de los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+. Los 






FIGURA R-26. DELECIÓN DE SUR8 EN LOS ANIMALES SUR8FLOX/FLOX;K5-CRET/+. (A) Análisis por PCR, con los 
cebadores indicados, del genotipo de distintos animales y de la deleción del exón 2 de Sur8 en ratones 
de 5 meses de edad, a partir de DNA aislado de queratinocitos de su cola; (B) qRT-PCR de la expresión de 
Sur8, empleando cebadores específicos, a partir de RNA total aislado de queratinocitos de la cola de 
animales con los genotipos indicados. GAPDH se utilizó para normalizar la expresión de Sur8. Las barras 
de error muestran la desviación estándar. **: p<0.01; (C) Detección de α-Sur8, α-pERK y α-ERK por WB 
en extractos de queratinocitos aislados de la cola de animales Sur8flox/flox, Sur8flox/+;K5-CreT/+ y 
Sur8flox/flox;K5-CreT/+; (D) Análisis por IHQ de la expresión de Sur8 en secciones de piel de animales de 
diferentes genotipos empleando α-Sur8. Las zonas correspondientes a la epidermis y dermis en ambos 
animales se encuentran separadas por una línea discontinua. Estos resultados son representativos del 
análisis de 5 individuos de 5 meses de edad de cada genotipo. Aumento 40X. 
 
Tras los resultados anteriores, estudiamos las consecuencias de la falta de Sur8 tras 
estimulación con EGF en queratinocitos aislados de los animales KO. Para ello, procedimos al 
cultivo ex vivo de células de la cola de ratones Sur8flox/flox y Sur8flox/flox;K5-CreT/+. Después de 24h 
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con EGF. En la Figura R-27A, se detecta el descenso de Sur8 junto a una reducción de los 
niveles de ERK fosforilado tanto en ayuno como tras estimulación. Además, en estas mismas 
condiciones se detecta un aumento de los niveles basales de pAKT en los queratinocitos 
deficientes en Sur8. Estos resultados sugieren que la falta de Sur8 regula positivamente la 
fosforilación basal de AKT (Fig. R-27B).  
  
FIGURA R-27. INFLUENCIA DE LA DELECIÓN DE SUR8 EN LA SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR EGF EN QUERATINOCITOS 
PRIMARIOS. Análisis por WB de lisados procedentes de queratinocitos primarios de la cola de animales de 






. Se muestran resultados de dos ratones diferentes de 
cada genotipo. Las células fueron aisladas, cultivadas in vitro y estimuladas tras 16h de ayuno con 
100 ng/ml de EGF en los tiempos indicados. (A) La detección de Sur8, β tubulina, pERK y ERK total se 
realizó con anticuerpos específicos α-Sur8, α-βtubulina, α-pERK y α-ERK. Los “incrementos” muestran el 
ratio Sur8/tubulina o pERK/ERK, obtenidos de la cuantificación de la intensidad de cada señal en cada 
punto; (B) La presencia de AKT fosforilado en la S473 y AKT total se detectó mediante anticuerpos 
específicos α-AKT (S473) y α-AKT, respectivamente. Los niveles de βactina se emplearon como control 
de carga. En el WB se muestra el “incremento” obtenido de la cuantificación de la intensidad de señal de 




4.2.1 Los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ son de menor tamaño 
La deleción de los dos alelos de Sur8 específicamente en el estrato basal de la epidermis, 
da lugar a animales con una disminución en su tamaño corporal. En el momento del 
nacimiento, no todas las crías Sur8flox/flox;K5-CreT/+ son más pequeñas que sus hermanos 
heterocigotos y que los animales Sur8flox/flox. Sin embargo, a lo largo del crecimiento de los 
animales se hace evidente la disminución en su peso corporal, aproximadamente de un 20% en 
el caso de las hembras y de un 40% menor en los machos en comparación con los animales 
control (Fig. R-28), siendo significativa la diferencia de pesos alrededor de los 3 meses de edad. 
α-pAKT (S473)
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, cuyos genotipos fueron analizados por PCR. El peso 
de los machos se muestra en el gráfico superior y el de las hembras en el gráfico inferior. Los animales 
fueron pesados en los intervalos indicados y representados acorde a su edad en días. El número de 
animales empleados en el seguimiento también se indica. Las barras de error muestran la desviación 
estándar. ***: p<0.001, **: p<0.01, *: p<0.05, los valores que no llevan asterisco no son significativos. 
 
4.2.2 Los ratones deficientes en Sur8 poseen el pelo ondulado, seguido de una 
alopecia creciente  
Aunque el menor tamaño de los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ permite identificar de forma 
temprana a algunos individuos, la característica más fácilmente distinguible es la presencia de 
vibrisas cortas, encrespadas y rizadas durante la primera semana de vida postnatal, en 
comparación con los animales control que tienen unas vibrisas largas y rectas. A lo largo de los 
primeros 8-10 días de vida, de estos ratones emerge un pelaje ondulado y desordenado, más 
obvio a medida que crecen (Fig. R-29A). Por el contrario, los animales control poseen pelos 
orientados paralelamente entre sí en dirección anteroposterior. Observados al microscopio 
óptico, la diferencia entre los pelos del dorso de estos animales es también evidente. Los pelos 
de los ratones KO presentan una morfología ondulada en forma de S- y septos irregulares con 
inmersión de varias células, mientras que los pelos control presentan septos compuestos 
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FIGURA R-29. LOS RATONES DEFICIENTES EN SUR8 POSEEN EL PELO ONDULADO. (A) Apariencia del pelo ondulado 
con vibrisas rizadas de un ratón KO de 18 días de edad; (B) Imágenes de microscopio de campo claro 
mostrando la comparación entre la morfología de pelos dorsales de un animal Sur8
flox/flox





de 18 días de edad (Imágenes superiores). Detalle de la septulación de uno de estos 
pelos (Imágenes inferiores). 
 
 
Sin embargo, después de 3 semanas de edad, el pelo ondulado empieza a ser 
reemplazado progresivamente por pelo menos ondulado y débil que comienza a caer con el 
aumento de edad de los animales, dando lugar a zonas de alopecia más marcadas en la mitad y 
parte posterior del dorso, áreas del muslo y zona ventral del cuello del animal (Fig. R-30AB). 
Por el contrario, las vibrisas se mantienen curvadas. El grado de alopecia es variable, 
encontrando animales con mayor o menor densidad capilar que va evolucionando a lo largo 
del tiempo. También se aprecia una malformación en el labio inferior presente en todos los 
animales KO para Sur8 (Fig. R-30B).  
El análisis de los folículos pilosos en los cortes histológicos, muestra displasia folicular 
caracterizada por folículos dilatados con depósitos de queratina en su interior y anormalidades 
estructurales como reducción o pérdida de la ORS o IRS. Además, no se observa la salida de los 
folículos a través de la epidermis hacia el exterior, lo que explica las zonas de alopecia 
observadas en el ratón. Estas observaciones contrastan con la estructura normal de los 
folículos pilosos de los ratones control en los que sí se aprecia la protrusión del pelo a través 













FIGURA R-30. LOS ANIMALES KO PARA SUR8 EN EPIDERMIS SUFREN UNA ALOPECIA CRECIENTE CON EL TIEMPO. 






 de 5 meses de edad: (A) 
Región dorsal con alopecia en la mitad posterior extendida hacia los flancos; (B) Región ventral con 
pérdida de pelo en regiones axilares e inguinales. La flecha roja marca el acortamiento del labio inferior 
en los animales KO; (C) Tinción de H&E de una sección de piel dorsal de un ratón Sur8
flox/flox





 (derecha), representativos de animales de 5 meses de edad. Se señala la 





 se aprecian folículos con estructura alterada, tejido granuloso reemplazando a la 
capa adiposa e implantación profunda de los folículos próximos a la capa muscular. También se observa 




4.2.3 Los ratones Sur8flox/flox;K5-CreT/+ presentan hiperplasia en la epidermis   
Además de las ya comentadas alteraciones en los folículos pilosos, el estudio de la piel de 
los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ reveló un engrosamiento de la epidermis (56,85 μm±9,26 
frente a 16,67 μm±5,49 de los controles), junto con abundante deposición de queratina en la 
superficie. Estas lesiones contrastan con la morfología normal de la piel de los ratones 
Sur8flox/flox, donde la epidermis posee solamente 1 o 2 capas de células y no se aprecia tanta 
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FIGURA R-31. HIPERPLASIA EN LA EPIDERMIS DEFICIENTE EN SUR8. Tinción de H&E de secciones de piel dorsal de 2 
ratones representativos de animales de 5 meses de edad, Sur8
flox/flox





(derecha). La separación entre la epidermis y dermis se señala con una línea discontinua tanto en las 
imágenes a 10X como 40X de aumento. 
 
 
Para identificar las células en proliferación en la epidermis de estos animales, se detectó 
por IHQ una proteína nuclear asociada a la división celular, KI67. Como se muestra en la Figura 
R-32A, en la epidermis de los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ hay un incremento significativo en el 
número de células en proliferación en la capa basal (3 veces más proliferación), mientras que 
en la epidermis control solamente algunas células se encuentran en división. Además, el 
análisis de las células que se encuentran en fase de síntesis de DNA mediante la incorporación 
del análogo EdU (Fig. R-32B), confirma el aumento del número de células en proliferación en la 
epidermis deficiente en Sur8 en comparación con los animales control. Los resultados 
muestran como la hiperplasia de la epidermis KO parece deberse a un aumento de actividad 















FIGURA R-32. ANÁLISIS DE LA PROLIFERACIÓN EN LA EPIDERMIS DEFICIENTE EN SUR8. (A) IHQ en piel dorsal de 
animales representativos de cada genotipo con 5 meses de edad, empleando el anticuerpo específico α-
KI67 para la detección de células en proliferación. Las células positivas aparecen teñidas de color 
marrón. En el gráfico se muestra la cuantificación del número de células positivas para KI67 en 3 mm de 
epidermis de 4 animales KO, respecto del mismo número de animales control. Las barras de error 
muestran la desviación estándar. ***: p<0.001; (B) Imágenes de microscopía de fluorescencia 
resultantes del ensayo Click-it de proliferación en secciones de piel dorsal de ratones de 5 meses de 
edad, Sur8
flox/flox




. Los núcleos fueron teñidos con Hoechst y el marcaje de las 
células en fase S se realizó por detección de la incorporación de EdU al DNA con α-Alexa Fluor 594 
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La epidermis de estos animales también se analizó por IHQ para identificar la naturaleza 
de las células que conforman la epidermis hiperplásica mediante la expresión de distintos 
marcadores. El análisis de la expresión de K10 mostró un incremento en la extensión de células 
positivas para este marcador característico de células suprabasales del estrato espinoso (Fig. R-
33). Sugiriendo una diferenciación aberrante de estas células. 
Los resultados obtenidos con los animales heterocigotos son similares a los de los 
animales control. La apariencia de la epidermis de los ratones Sur8flox/+;K5-CreT/+ fue 
indistinguible de la de sus hermanos de camada Sur8flox/flox y en la tinción con H&E. El análisis 
de los cortes histológicos, no reveló diferencias en el ratio de proliferación de ambos tipos de 
animales (medida por KI67), ni en la distribución de algunos marcadores epidérmicos como 
K10 analizados por IHQ e IF (datos no mostrados).  
 




. Imágenes de IHQ mostrando 







empleó α-K10 como anticuerpo primario. Las células con marcaje positivo aparecen en color marrón. Se 
muestran los resultados obtenidos en un ratón de 5 meses de edad representativo de cada genotipo. 
 
 
Complementando los resultados anteriores, se analizó por WB la expresión de distintos 
marcadores en queratinocitos aislados de la cola de estos animales. En la Figura R-34, se 
muestra como la eliminación de Sur8 va ligada a una diminución en la fosforilación basal de 












correlaciona con los resultados obtenidos por IHQ en el dorso, pese a que la hiperplasia 
mostrada en la cola de los animales es menos aparente que la del dorso. 
 
 





WB de los lisados celulares obtenidos de queratinocitos aislados de la cola de animales machos y 
hembras de 5 meses de edad de los genotipos indicados. La detección de Sur8, ERK fosforilado y ERK se 
realizó con anticuerpos específicos α-Sur8, α-pERK, α-ERK, respectivamente. También se emplearon 
anticuerpos α-β tubulina α-K10 y α-PCNA. Los “incrementos” muestran el ratio de expresión 
Sur8/tubulina, K10/tubulina, PCNA/tubulina y pERK/ERK, obtenidos de la cuantificación de la intensidad 
de cada señal en cada punto. A la derecha se muestran imágenes de la tinción de H&E de la piel de la 




4.2.4 Inflamación epidérmica y hematopoyesis extramedular en los ratones KO 
para Sur8 en epidermis 
Durante el examen anatómico de los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+, se detectó una 
adenomegalia severa de los ganglios cervicales (de 3 y 5 mm de diámetro) y ganglios 
mesentéricos. Asimismo, los animales presentaron un aumento del tamaño del bazo 
(esplenomegalia).  
Esta fuerte reacción inflamatoria presente en los animales KO, se observó también 
durante el estudio de la epidermis, en la que se detectó la presencia de células inflamatorias 
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de 5 meses de edad teñidas con H&E. El área aumentada de tamaño se 
representa con un recuadro de color negro. Los diferentes aumentos empleados también se indican. 
 
 
En el examen histológico de los ganglios cervicales, apenas se aprecia la estructura 
ganglionar, ya que el ganglio presenta hiperplasia de células plasmáticas en distintos estadios 
de desarrollo, lo que da lugar al aumento exagerado de tamaño de estos ganglios (Fig. R-36A). 
El análisis histológico del bazo reveló un infiltrado celular en la pulpa roja, lo que dificultó la 
diferenciación entre ésta y la pulpa blanca. En la pulpa roja se puede identificar una abundante 
cantidad de precursores mieloides, eritroides y megacariocitos, característicos de la 
hematopoyesis extramedular. Por el contrario, en el bazo de los ratones control se aprecia 
claramente su estructura característica, así como los folículos linfoides con centros germinales 
(Fig. R-36B). En la hiperplasia ganglionar observada en los ganglios mesentéricos, se identificó 
la presencia de precursores mieloides y eritroides en el área paracortical, aunque en una 
cantidad mucho menor que en el bazo (Fig. R-36C).  
 
Cabe destacar que en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ con 5 meses de edad, el timo no 
está presente o se encuentra en regresión por apoptosis generalizada, sin estar relacionadas 























FIGURA R-36. HEMATOPOYESIS EXTRAMEDULAR EN LOS RATONES KO PARA SUR8 EN EPIDERMIS. Secciones de 
diferentes órganos teñidos con H&E de animales de 5 meses de edad: Ganglios cervicales (A), Bazo (B) y 
Ganglios mesentéricos (C). Las áreas aumentadas de tamaño se representan con un recuadro de color 
negro. Los diferentes aumentos empleados también se indican. En el caso de los ganglios no hay tejido 
control comparable debido al pequeño tamaño que presentan en condiciones normales.  
 
 
4.2.5 Los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ presentan anormalidades oculares  
Además del fenotipo del pelo ondulado seguido de una marcada alopecia, que exhibe un 
100% de penetrancia en los KOs, también se encontraron defectos en los ojos. Estos defectos 
son variables en apariencia, bilateralidad y severidad entre animales e incluso entre los ojos de 
un mismo animal. En primer lugar, estos animales no presentan los párpados ocluidos en el 
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párpados, mientras que los animales normales mantienen los párpados cerrados hasta los días 
11-13. A lo largo del desarrollo postnatal, aparecen anomalías oculares que incluyen opacidad 
superficial, tamaño reducido del globo ocular (microftalmia) y cierre parcial de los ojos, 
comprometiendo la visión de los animales (Fig. R-37B). El análisis mediante secciones 
histológicas reveló que la mayoría de estas anormalidades se encuentran en la córnea, 
mientras que otros tejidos como la membrana nictitante y los párpados se encuentran 
completos y no presentan alteraciones. En la córnea se observa queratitis, acantosis e 
hiperparaqueratosis. Además, distinguimos regiones de fibrosis, infiltrado inflamatorio y vasos 
sanguíneos de nueva formación (Fig. R-37C).  
 
 




 PRESENTAN ANORMALIDADES OCULARES. (A) Imagen de dos 
animales KOs recién nacidos mostrando los ojos abiertos; (B) Imagen comparativa de la apariencia de los 
ojos de un animal Sur8
flox/flox




. Ambos de 4 meses de edad. 




. (C) H&E de secciones representativas 




. La córnea se señala mediante 






































5.  INFLUE NCIA DE SUR8  E N  EL  MANTENIMIENT O DE LA HOME OSTASIS  DE L OR GANI SM O 
ADULT O  
   
Teniendo en cuenta que la deleción de Sur8 en línea germinal o específicamente en 
células endoteliales resulta en letalidad embrionaria (Yi et al., 2010) y dada la imposibilidad de 
obtener animales KO heterocigotos, recurrimos al estudio de los efectos de la eliminación de 
Sur8 inducida en el animal adulto. Para determinar las consecuencias de la pérdida de Sur8 en 
animales a partir del destete, se usó una línea de ratones transgénicos con la recombinasa Cre 
fusionada a una forma mutada del receptor de estrógenos (ERT2), activada selectivamente por 
la presencia de tamoxifeno. En este caso, CreERT2 se expresa bajo control del promotor de la 
UBC humana, activo en la mayoría de tejidos del organismo (Schwenk et al., 1998). El cruce de 
los animales Sur8flox/flox con la línea UBC-CreERT2 T/+, dio lugar a ratones que perderán Sur8 de 
forma controlada espacial y temporalmente a través de la administración de tamoxifeno.  
 
Para testar la eficacia de la activación de la recombinasa tratamos animales de 3-5 meses 
de edad con una inyección intraperitoneal de tamoxifeno durante 5 días. Después de un mes 
desde el final del tratamiento, los ratones fueron sacrificados. El DNA genómico de la cola de 
los animales se analizó por PCR (Fig. R-38A), y nos indica que se está produciendo la 
eliminación del gen, aunque existe variabilidad en el grado de deleción (mostrando los 
animales número #2 y #3 los mayores grados de deleción). El análisis por WB de la proteína 
extraída corroboró la eliminación de Sur8, así como la reducción de pERK, principalmente en 
los animales #2 y #3 en piel (Fig. R-38B). También, fue comprobada la falta de expresión de 
Sur8 por IHQ en la piel dorsal de estos animales (Fig. R-38C). Además, en la Figura R-38C se 
observan alteraciones en los folículos pilosos, insertados en la grasa subepidérmica. 
 









. (A) PCR para detectar la 
eliminación del exón 2 de Sur8 en animales con diferentes genotipos, tras el tratamiento con 
tamoxifeno. Se indican los tamaños de los productos de amplificación; (B) Detección de α-Sur8, α-pERK y 







; (C, superior) Secciones de piel teñidas con H&E de un animal control Sur8
flox/flox
, en comparación con 
un animal KO para Sur8. (C, inferior) IHQ α-Sur8 realizada en la piel de estos mismos animales. 
 
En la necropsia realizada en los animales tras un mes de tratamiento, solo se detectó en 
los KO hiperplasia del endometrio (Fig. R-39A) y el mantenimiento de una región característica 
de la glándula adrenal denominada “zona X”. La zona X degenera normalmente en los 





























FIGURA R-39. ALTERACIONES EN EL ENDOMETRIO Y EN LA GLÁNDULA ADRENAL DE LOS RATONES KO PARA SUR8. (A) 
Histopatología de secciones de endometrio (A) y glándula adrenal (B) de ratones de 5 meses de edad 
con los genotipos indicados tras un mes de tratamiento, teñidas con H&E.  
 
 
5.1 LA ELIMINACIÓN DE SUR8 PROVOCA LA APARICIÓN DE FENOTIPOS RELACIONADOS CON  
ENVEJECIMIENTO 
 
Para estudiar los efectos de la eliminación de Sur8 a largo plazo, se realizó un protocolo 
de administración de tamoxifeno empleando pellets de comida suministrados durante varios 
meses. Los resultados obtenidos con animales tratados a partir del destete, muestran como 
después de 3-4 meses desde el comienzo del tratamiento, se empiezan a detectar fenotipos 
asociados a envejecimiento en los animales Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+.  
En la Figura R-40A, se puede observar el fenotipo visible que muestran estos individuos. 
Estas alteraciones incluyen encanecimiento generalizado y reducción de la densidad capilar 
creciente tras un año de tratamiento, mientras que los animales control poseen una apariencia 
similar a los ratones sin tratar de la misma edad. En el análisis histológico de la piel de los 
primeros animales sacrificados, de 1 año de edad, se observan folículos pilosos dilatados en los 
animales Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+ con implantación profunda cercanos a la capa muscular, en 
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comparación con los animales control (Fig. 40B). Además, la hiperplasia endometrial quística 
presente en los animales KO del primer experimento (Fig. R-39A anterior), también se observa 
con gran intensidad en estos animales.  
 
 
FIGURA R-40. APARIENCIA DE LOS ANIMALES ADULTOS KO PARA SUR8. (A) Fotografías obtenidas de varios 




 que se 
diferencian de sus hermanos controles de camada fácilmente. La flecha roja señala uno de los ratones 
KO; (B) Tinción de H&E de una sección de piel dorsal de ratones de 1 año de edad, Sur8
flox/flox





. A la derecha, se muestra el detalle de algunos folículos pilosos en ambos 
animales. En el ratón KO se aprecian folículos con estructura alterada implantados en la capa adiposa. El 
área aumentada se indica con un recuadro de color negro.  
 
 
Por otro lado, los animales KO para Sur8 presentan problemas de coordinación, 
hipoactividad y poseen una característica retracción de sus extremidades traseras al estar 
suspendidos en el aire a través de la cola (TST, tail suspension test), lo que sugiere algún tipo 
de defecto neuromuscular (Fig. R-41A).  
Estos fenotipos, fueron acompañados de un aumento en el peso corporal de los animales 
Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+ a lo largo del tratamiento, detectable incluso desde el primer mes 
postratamiento. El incremento de peso es de un 25-30% mayor que en los animales control 











































. (A) Ratón KO para Sur8 mostrando la retracción de las patas traseras característica de estos 
animales, en comparación con la respuesta de un animal control; (B) Gráfica de la variación de pesos 
obtenida de machos (gráfico superior) y hembras (gráfico inferior) con los genotipos indicados, a lo largo 
del tiempo. Se indican el número de individuos registrados por genotipo y los intervalos de tiempo en 
los que se analizaron. Las barras de error muestran la desviación estándar. ***: p<0.001, **: p<0.01, *: 
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Los resultados muestran como la deleción de Sur8 en ratones jóvenes tras el destete, 
permite el desarrollo de varios desórdenes que recuerdan al proceso de envejecimiento. 
Aunque existe variabilidad en la agresividad de estos fenotipos, posiblemente por el diferente 
grado de deleción del gen, estas observaciones sugieren una reducida capacidad regenerativa 
de los tejidos adultos tras la eliminación de Sur8. Los primeros datos que tenemos de 
mortalidad de estos animales, estiman su supervivencia alrededor de los 6 meses de edad (el 
50% de los animales con el fenotipo más agresivo de deleción de Sur8 ha muerto con esta 
edad). La causa de su muerte parece deberse a una disfunción en la vejiga, pero estamos 
realizando actualmente el análisis histopatológico de diferentes órganos y tejidos para 
identificar otras posibles causas. 
 
 
6.  ESTUDI O DE LA E XPRE SI ÓN DE SUR8  E N MUE STR AS HUMA NA S DE  CA RCI NOMA S DE  
CÉLU LA S E SCAM OSA S (SCC)  Y  PSOR IA SI S   
 
Además de los efectos derivados de la supresión de Sur8, la propia función reguladora de 
esta proteína podría contribuir significativamente al desarrollo de diferentes patologías. Como 
primera aproximación, se analizó la expresión de esta proteína en muestras de pacientes con 
enfermedades epiteliales, entre las que se encuentran la psoriasis y los carcinomas de células 
escamosas (SCC).  
 
La psoriasis es una enfermedad que afecta a 2-4% de la población y cuya etiología está 
relacionada con complejas interacciones entre queratinocitos y células inmunes, que dan lugar 
a una diferenciación aberrante de los queratinocitos y una proliferación exacerbada (Griffiths 
and Barker, 2007). El estudio de la expresión de Sur8 por IHQ en pacientes con psoriasis (Fig. R-
42), muestra que Sur8 no se ve aumentado en el tejido enfermo. En cambio, sí aparece una re-
localización en muchos casos membrana/citoplasma, siendo su expresión más citoplasmática 





FIGURA R-42. EXPRESIÓN DE SUR8 EN PSORIASIS. Imágenes de IHQ para detectar la expresión de Sur8 en la 
placa psoriática, en comparación con secciones de zonas no lesionadas de los mismos pacientes. La 
detección se realizó con α-Sur8. De color rojo se marca la acantosis (corchete), paraqueratosis (flecha) y 
la infiltración de células inmunes (punta de flecha) características de este desorden epitelial. Las células 
con marcaje positivo aparecen en color marrón. Se muestran los resultados de dos pacientes de 
psoriasis representativos de los 10 analizados. 
 
Por otro lado, consistente con su papel como regulador de la proliferación versus 
diferenciación en la epidermis, la señalización RAS/RAF/MEK/ERK es crucial para la formación 
de tumores epidérmicos. De hecho, la mayoría de SCC se caracterizan por la activación de la 
vía de RAS (el 46% presenta mutaciones en H-RAS) y el aumento de actividad de ERK (Khavari 
and Rinn, 2007). Los resultados mostrados en la Figura R-43A, sugieren que la expresión del 
mRNA de SUR8 se encuentra marcadamente aumentada en las muestras de pacientes con SCC, 
en comparación con las muestras de piel de individuos control. Además, el patrón de 
expresión de Sur8 por IHQ encontrado en los pacientes de psoriasis también es muy 
consistente en los SCC (Fig. R-43B). En ellos observamos un cambio en la localización 
subcelular de Sur8, ya que esta proteína parece tener una distribución citoplasmática en los 
tumores, mientras que se encuentra localizado preferentemente en la membrana plasmática 
de las células de las capas más superficiales de la epidermis y nuclear en algunas células 
basales. 





















FIGURA R-43. EXPRESIÓN DE SUR8 EN SCC. (A) Cuantificación por qRT-PCR de la expresión de SUR8 
empleando cebadores específicos en muestras humanas de piel de individuos sanos y de pacientes con 
SCC, cedidas por el Dr. Juan Guinea-Viniegra (CNIO). La expresión de SUR8 se normalizó respecto a 
βACTINA; (B) IHQ de la expresión de Sur8 en dos pacientes de SCC representativos de los 14 analizados. 
En las imágenes se muestra la expresión en zonas de epidermis en comparación con secciones de los 
SCC de los mismos pacientes. La detección se realizó con α-Sur8 y las células con marcaje positivo 
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Durante esta tesis doctoral, hemos querido profundizar en la función y en el papel 
fisiológico de Sur8, proteína andamio de la vía de activación de ERK. Para ello, hemos utilizado 
aproximaciones bioquímicas y moleculares en diferentes líneas celulares in vitro, junto al 
análisis in vivo de ratones modificados genéticamente generados en el laboratorio y muestras 
de pacientes con enfermedades epiteliales.  
 
1.  SUR8  ES  NECE SA RI O PA RA MA NTENE R LA FOSFORI LA C I ÓN DE ERK  I ND UCIDA P OR  
FACT ORE S DE CRE CIMI E NTO Y  PA RA REG ULAR PR OCE SOS DE AD HERENC IA ,  
PROLI FERA CI ÓN Y  MIG R A CI ÓN   
 
Trabajos anteriores a esta tesis doctoral (Li et al., 2000; Rodriguez-Viciana et al., 2006; 
Yoshiki et al., 2010; Young et al., 2013) ya muestran la necesidad de la presencia de Sur8 para 
la activación de ERK tras la estimulación con factores de crecimiento. Nuestros resultados, en 
concordancia con estos artículos, muestran como la reducción de la cantidad de Sur8 
endógeno en células HEK 293T y HeLa mediante el uso de siRNAs específicos, reduce 
drásticamente la fosforilación de ERK inducida por diferentes concentraciones de estímulos 
como EGF (Fig. R-1). Estos datos sugieren que el incorrecto funcionamiento de Sur8 podría 
poner en compromiso importantes procesos celulares en los que está implicada la vía 
RAS/RAF/MEK/ERK (Zhang and Liu, 2002; Yamamoto et al., 2006). Sin embargo, la función 
adaptadora de Sur8 en contextos concretos o funciones celulares específicas, siguen siendo 
aspectos poco estudiados. Por ello, en este trabajo, hemos profundizado en el papel que 
ejerce Sur8 en procesos como la adhesión, proliferación y migración celular. 
En el estudio de diferentes propiedades celulares, vemos como la regulación de la 
adherencia de células HUVEC al sustrato queda comprometida ante la falta de Sur8 (Fig. R-2). 
Estos resultados apoyan el papel de Sur8 como parte esencial de la comunicación entre las 
integrinas que median la adhesión celular al sustrato y la vía RAS/RAF/MEK/ERK en respuesta a 
los estímulos del medio (Huang et al., 2004). Por otro lado, nuestros resultados han 
demostrado que la viabilidad y proliferación de las células HUVEC también disminuye sin Sur8 
(Fig. R-3 y R-4). En la regulación de la división celular y supervivencia de las células endoteliales 
hay dos vías de señalización claves, ERK y PI3K/AKT, que afectan a la expresión de complejos 
ciclina/CDK y proteínas de efecto anti-apoptótico (Meloche and Pouyssegur, 2007; Torii et al., 
2006). En el ensayo de duplicación celular, un número significativo de células muere tras el 
silenciamiento de Sur8, sugiriendo que la disminución de la fosforilación de ERK compromete 




el medio de cultivo. Además, el ensayo click-it confirma que la falta de Sur8, y la consecuente 
bajada de pERK, reduce el número de células en división (Fig. R-4).  
Por otra parte, los resultados muestran que la migración de células HeLa en el ensayo de 
herida queda bloqueada con la pérdida de Sur8, tanto en ayuno como tras estimulación (Fig. R-
6 y R-7). Se ha descrito que Sur8, aunque predominantemente citosólico, aparece polarizado 
en la membrana de las células situadas en el borde de la herida. Además, se ha sugerido que 
ERK1/2 está implicado en el control de la función del Centro Organizador de Microtúbulos 
(MTOC) tanto durante la formación del huso acromático en la división como en las células en 
interfase (Young et al., 2013). Los autores, muestran como la eliminación de Sur8 y M-RAS 
inhibe la reorientación del MTOC en células U20S y la migración directa de HT1080 en cámara 
y en el ensayo de herida, resultados que van en la misma línea que los obtenidos en este 
trabajo. Por otro lado, se ha propuesto que el borde de migración es lugar de activación de 
ERK y de su sustrato, el complejo WAVE2, cuya fosforilación es necesaria para la estimulación 
de la protrusión de lamelipodios (Mendoza et al., 2011). Todos estos datos situarían a Sur8 
como proteína clave en la coordinación de la vía de ERK con el proceso de migración polarizada 
inducida por diferentes estímulos. Por otro lado, la diferente morfología que adquieren las 
células HeLa tras la pérdida de Sur8, podría explicar parte de su incapacidad migratoria (Fig. R-
5). De hecho, en fibroblastos embrionarios de ratón se ha demostrado que la pérdida de las 
proteínas Ras induce importantes alteraciones en estructuras del citoesqueleto, como los 
microtúbulos y fibras de estrés, provocando un incremento en el número de adhesiones 
focales junto con un reducida tasa de recambio. Como consecuencia, las células muestran una 
morfología muy plana y son incapaces de migrar (Drosten et al., 2010). 
En el caso de las HUVEC con expresión reducida de Sur8, la alta confluencia y la inducción 
de la migración por estímulos, provoca su apoptosis (Anexo 1). Se ha sugerido que además de 
regular el crecimiento y la diferenciación, la interacción entre la célula y la ECM funciona como 
un factor de supervivencia para muchos tipos celulares, entre los que se encuentran la células 
endoteliales (Meredith et al., 1993; Scatena et al., 1998). En muchos estudios in vitro la 
apoptosis celular es inducida por eliminación del suero y/o factores de crecimiento (Satake et 
al., 1998; Villaschi and Nicosia, 1993). En nuestro estudio, la apoptosis ocurre pese a la 
presencia de diferentes estímulos, lo que sugiere que la presencia de Sur8 es esencial para 
poder mantener  la señal de supervivencia en estas condiciones. Resulta interesante destacar 
que la vía PI3K/AKT, pero no RAS/RAF/MEK/ERK, se ha visto implicada en la supervivencia 
celular cuando la apoptosis es inducida por ayuno (Yao and Cooper, 1995; Datta et al., 1997; 
Dudek et al., 1997; Kennedy et al., 1997), lo que concuerda con nuestros datos, ya que en 
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ayuno celular, las células HUVEC sin Sur8 no muestran diferencias con el comportamiento de 
las células control.  
Nuestros experimentos demuestran que Sur8 podría actuar como un integrador de las 
señales ligadas a adhesión, supervivencia, proliferación y migración, inducidas por una gran 
variedad de estímulos que señalizan a través de RTKs. Por ello, en condiciones de FS 10%, las 
consecuencias de la falta de Sur8 son más intensas. Sin embargo, por ahora, no podemos 
descartar que los efectos observados sean consecuencias indirectas asociadas a funciones 
independientes de RAS o RAF, o bien de la comunicación con otras vías de señalización como 
PI3K/AKT o RAL-GDS/RalA, implicadas, por ejemplo, en polarización y migración. También, 
mediante el uso de estímulos como son los mediadores proinflamatorios S1P, regulador del 
sistema vascular e inmune, o SDF-1,  inducido por estímulos proinflamatorios como TNFα o IL-
1 y con un importante papel en metástasis, hemos observado una posible función de Sur8 
asociada a GPCRs, diferentes de los RTKs con los que siempre se ha relacionado su función. 
Sur8 podría integrar señales que provienen de distintos tipos de receptores que señalizan a 
través de RAS. Además, se ha sugerido que la estimulación por receptores GPCRs puede 
inducir la fosforilación en tirosina de RTKs, como EGFR, lo que provocará la activacion de ERK.   
Teniendo en cuenta que M-RAS forma parte de la firma transcripcional de la transición 
epitelio-mesénquima y que su aumento de expresión correlaciona con un incremento en la 
invasión y migración (Young et al., 2013), los resultados obtenidos con Sur8 podrían ir en la 
misma línea, situando a Sur8 como parte del complejo M-RAS/Sur8/PP1c y como proteína 
implicada en el proceso tumoral, siendo una posible diana antitumoral para bloquear ambos 
procesos necesarios para la dispersión de las células cancerosas durante la metástasis.   
 
2.  LA CORRE CTA FU NCI ÓN A DAPTADORA DE SUR8  DEPENDE DE SU LOCALI ZACI ÓN 
SUBCELULA R  
 
2.1 EL CAMBIO DE LOCALIZACIÓN DEL MUTANTE SUR8 S2G, RESPONSABLE DE UN TIPO DE SÍNDROME DE 
NOONAN, NO POTENCIA LA FOSFORILACIÓN DE ERK COMO SUR8 WT 
La primera evidencia de que la proteína adaptadora Sur8 pudiese estar implicada en 
patologías, fue publicada por el grupo del Dr. Tartaglia (Cordeddu et al., 2009). En este 
trabajo, describen como una mutación puntual en posición 4 de la secuencia codificante de 
Sur8 provoca el cambio de una serina por una glicina (S2G) y genera un sitio de miristoilación 
en posición N-terminal, causante de una variante de síndrome de Noonan con pérdida de 




de ERK de un modo mayor que la proteína wt (Cordeddu et al., 2009). Resultados previos del 
laboratorio (León, 2010) junto a los resultados expuestos en el apartado 2.1, apuntan, sin 
embargo, a que el mutante Sur8 S2G no potencia la fosforilación de ERK (Fig. R-8A). Los 
resultados obtenidos en el ensayo de activación transcripcional, muestran como esta 
proteína solo aumenta ligeramente la actividad de Gal4-Elk1 tras estimulación (Fig. R-8B). 
Estos resultados son acordes con los publicados por Galperin y colaboradores (Galperin et al., 
2012). Además, hemos comprobado tanto en células HeLa como HEK 293T que Sur8 S2G se 
encuentra esencialmente en balsas lipídicas de membrana plasmática (Fig. R-10 y R-11). Los 
resultados obtenidos con Sur8 S2G y, paralelamente con MYR-Sur8, sugieren que ambas 
proteínas son incapaces de realizar correctamente su función potenciadora desde esta 
localización, comportándose en realidad como mutantes dominantes negativos. De hecho, 
datos previos sugieren que Sur8 wt lleva a cabo su función interaccionando con RAS-GTP en 
zonas de membrana desorganizada (León, 2010), pese a existir también proteínas RAS y RAF 
en balsas lipídicas (Hancock, 2003; Hekman et al., 2002; Philips, 2005). Sur8 S2G es capaz de 
interaccionar con RAF y con el propio Sur8 endógeno formando oligómeros (León, 2010), por 
lo que podíamos plantear la hipótesis de que Sur8 S2G y MYR-Sur8 puedan secuestrar 
proteínas implicadas en la vía hacia regiones donde no pueden proseguir la cascada de 
señalización (Fig. D-1).  
 
FIGURA D-1. INHIBICIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE ERK POR SUR8 S2G. (A) Mecanismo de actuación de Sur8 
siguiendo el modelo de formación de un triple complejo con RAS y RAF que aumenta la fosforilación de 
ERK en regiones de membrana desorganizada; (B) Modelo del posible mecanismo por el cual Sur8 S2G 
no potencia la activación de ERK. Sur8 S2G se encuentra mayoritariamente asociado a regiones de 
balsas lipídicas, debido a la unión de un grupo miristilo en su secuencia que lo ancla a estas regiones. 
Tras estimulación por factores de crecimiento, RAS se activa pero no es capaz de activar a RAF 
eficientemente, ya que la interacción entre ambas no está facilitada por Sur8 S2G. Además, Sur8 S2G es 
capaz de interaccionar con RAF, desplazándolo hacia regiones alejadas de RAS-GTP, y de oligomerizar 
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Sin embargo, pese a que Sur8 S2G y MYR-Sur8 se encuentran localizados en la misma 
región subcelular, no se comportan de la misma manera en la activación de ERK: MYR-Sur8 
inhibe la activación de ERK, mientras que Sur8 S2G no la potencia. Estas diferencias pueden 
deberse a que la secuencia de miristoilación de MYR-Sur8 impida estéricamente la interacción 
con otras proteínas implicadas en la activación de RAF, provocando un desacoplamiento del 
complejo y la no fosforilación de ERK. También puede deberse a que la interacción con las 
balsas lipídicas es más fuerte o estable en MYR-Sur8, ya que la secuencia de Src que lleva 
fusionada también sufre una palmitoilación, mientras que en Sur8 S2G solo ocurre la 
miristoilación.  
Una de las hipótesis que explicaría las diferencias con los resultados obtenidos para Sur8 
S2G por el grupo del Dr. Tartaglia, sería la naturaleza de la línea celular empleada en su trabajo 
(neuroblastoma). Es posible que el modelo descrito por el grupo del Dr. Rodríguez-Viciana, con  
el complejo formado por M-RAS/Sur8/PP1c (Rodríguez-Viciana et al., 2006), ocurra 
predominantemente en cerebro, donde M-RAS se encuentra sobreexpresado, y que la 
mutación S2G en ese contexto se comporte de manera diferente al modelo RAS/Sur8/RAF en 
células HEK 293T, Cos7 o HeLa (Li et al., 2000). Sin embargo, nuestros resultados podrían verse 
apoyados in vivo por recientes publicaciones que describen que la deleción del gen SUR8 o una 
mutación puntal en posición 519 (cambio de la metionina en posición 173 por isoleucina) están 
relacionadas con la aparición de RASopatías similares a las del síndrome de Noonan y otros 
síndromes cardio-facial-cutáneos (Chen et al., 2014; Hanning et al., 2014). El mutante G519A, 
por ejemplo, no interacciona eficientemente con PP1c, dando lugar a una insuficiente 
activación de C-RAF. Además, esta variante es incapaz de rescatar totalmente la actividad de 
ERK1/2 en células en las que se ha eliminado la proteína Sur8 endógena (Hanning et al., 2014). 
El avance en el conocimiento sobre el comportamiento molecular de Sur8 S2G en 
RASopatías, podría ser útil para plantear nuevos tratamientos. Además, estudiar el potencial 
efecto terapéutico de la proteína MYR-Sur8 para el bloqueo de la activación constitutiva de 
ERK en tumores, inducidos por mutaciones en RAS o RTKs, podría ayudar a disminuir sus 
características tumorales. Como vemos en la Figura R-9 y en Kaplan et al., 2012, esta opción 
podría ser factible, ya que la sobreexpresión tanto de Sur8 S2G como de MYR-Sur8, reduce la 
fosforilación de ERK inducida por RAS hiperactivo. Además, las consecuencias biológicas de la 
sobreexpresión de MYR-Sur8 incluyen la reducción significativa del número de focos 
transformantes generados por RAS hiperactivo y la inhibición de la neuritogénesis inducida 





2.2 SUR8 EN EL NÚCLEO CELULAR PODRÍA DESEMPEÑAR FUNCIONES RELACIONADAS CON LA TRANSCRIPCIÓN Y 
EL PROCESADO DEL MRNA  
Los resultados mostrados en las Figuras R-12 y 13, sugieren que Sur8 también se localiza en 
regiones nucleares, coincidente con resultados de otras publicaciones (Cordeddu et al., 2009; 
Jeoung et al., 2013). Recientemente, se ha definido a la región N-terminal de Sur8 como la 
responsable de su localización en el núcleo antes y después de la estimulación con EGF (Jeoung 
et al., 2013). Estos resultados, concuerdan con la zona definida in silico con posibles NLS 
monopartitas o bipartitas en Sur8 (Fig. R-14). La comprobación, mediante el ensayo de 
separación núcleo/citoplasma, de que un mutante de deleción de los primeros 88 aminoácidos 
de Sur8 no es capaz de dirigirse al núcleo celular, va en esta misma línea. Actualmente, estamos 
generando mutantes puntuales de estas putativas NLS para corroborar que no sea el cambio 
conformacional producido por la deleción de un fragmento tan extenso, el verdadero 
responsable de no localizarse en núcleo.  
Por otro lado, hemos definido algunas NES como responsables de la exportación de Sur8 al 
citoplasma (aunque hay que tener en cuenta que las NES consenso con las que se trabaja solo 
representan el 36% de secuencias empleadas por estas proteínas) (Fig. R-15). Los ensayos con 
leptomicina B muestran como la inhibición del exportador CRM1, provoca una ligera 
acumulación de Sur8 en núcleo y región perinuclear, tanto en células HeLa como NIH3T3 (Fig. R-
26), sugiriendo que la fracción de Sur8 requerida de vuelta en citoplasma podría estar ligada al 
complejo heterotrimérico de CRM1 formado con Ran-GTP y la proteína a transportar o acoplada 
a otras moléculas que se vean afectadas por la leptomicina. El hecho de que no se produzca su 
acumulación en núcleo, como ocurre con proteínas como p65 (Anexo 4), puede deberse a que 
utilice además otros transportadores diferentes a CRM1 o a que se produzca su degradación en 
el núcleo por el proteasoma para ajustar sus niveles nucleares (Moon et al., 2011). Apoyando 
esta idea, sabemos que Sur8 colocaliza con el proteasoma dentro del núcleo (datos no 
mostrados) y además se ha identificado a HUWE1 como ubiquitin ligasa que media la 
ubiquitinización de Sur8, lo que podría estar relacionado con el paso previo a su degradación 
(Jang et al., 2014). 
En cuanto a su distribución en el interior del núcleo, mediante ensayos de colocalización, 
vemos que Sur8 presenta el mismo patrón de localización que un marcador específico de 
speckles (Fig. R-17), lo que sugiere una función de Sur8 relacionada con la transcripción o el 
splicing, por ser zonas de acumulación de factores relacionados con estos procesos. Estas 
posibles funciones son acordes a los resultados obtenidos en los análisis proteómicos realizados 
con extractos nucleares inmunoprecipitados de células HEK 293T o RT112 FGFRI (Anexos 6 y 7), 

















aunque comparamos tipos celulares muy diferentes y con niveles de expresión de Sur8 también 
muy distintos. En cuanto a su función en el splicing, Sur8 podría ser un elemento necesario en el 
ciclo de síntesis y maduración de las ribonucleoproteínas nucleares pequeñas (snRNPs) y 
ribonucleoproteínas nucleolares pequeñas (snoRNPs), ya que se encuentra en muchas de las 
localizaciones implicadas en este proceso (como los Gems, relacionados con los Cuerpos de 
Cajal. Datos no mostrados) e interacciona con muchas proteínas implicadas (complejo U2: 
SF3B4, SF3B3; complejo U4/U6: PRP4, PRP31) (Fig. D-2). Por otro lado, en los speckles nucleares, 
donde se acumulan los snRNPs maduros, se encuentran fosfatasas que también están 
implicadas en el ensamblaje de los snRNPs como PP2A, que interacciona con Sur8 en estos 
ensayos, y PP1, con la que también interacciona Sur8 en diferentes trabajos (Rodríguez-Viciana 
et al., 2006; Moorhead et al., 2007). El hecho de tratarse de una proteína adaptadora/andamio, 
podría hacer que Sur8 sea relativamente promiscua a interaccionar con múltiples complejos.  
FIGURA D-2. BIOGÉNESIS DE LOS 
SNRNPS/SNORNPS. Tras su 
transcripción, los snRNAs se 
exportan a través de CRM1. En el 
citoplasma, los snRNAs formarán un 
complejo con varias proteínas que 
es reconocido por la snurportin1, 
siendo transportados al núcleo vía 
importina β. En el núcleo, 
inicialmente se movilizan a los 
Cuerpos de Cajal donde terminarán 
su maduración. Los snRNPs 
maduros se acumulan en los 
speckles o se dirigen a sitios activos 
de transcripción para el splicing. Los 
snoRNPs en el nucléolo participan 
en la modificación del rRNA y 
ensamblaje de ribosomas.  Se 
indican los puntos del ciclo en los 
que podría participar Sur8. 
 
3.  LA DELECIÓN DE SUR8  EN LA EPIDERMI S MURI NA  PROV OCA ALTERA CI O NE S EN LOS  
FOLÍ CU LOS PI LOSOS ,  HI PERPLASIA EPIDÉRM I CA ,  INFLAMA CI ÓN Y  ANOR MA LIDADE S 
OCU LA RES  
 
En los resultados descritos en el apartado 4 de esta tesis doctoral, hemos mostrado como 
la deleción de Sur8 dirigida por el promotor K5, específico de la capa basal de la epidermis y la 
ORS del folículo piloso, induce alteraciones en el desarrollo del folículo y en su ciclo vital, en la 
epidermis interfolicular, en los ojos y en el estatus inflamatorio de los ratones, acompañado de 




3.1 EL KO DE SUR8 EN EPIDERMIS PRESENTA PELO RIZADO QUE DEGENERA PROGRESIVAMENTE   
Los ratones Sur8flox/flox;K5-CreT/+ son fácilmente distinguibles entre la primera y segunda 
semana de vida postnatal debido a la pronunciada ondulación de las vibrisas (aparentes a los 2 
días de edad) y el pelo corporal (Fig. R-29A). Este mismo fenotipo, denominado waved, fue 
descrito anteriormente asociado a un descenso en la actividad de la vía de señalización de 
EGFR (Schneider et al., 2008): el animal waved-1 es un mutante nulo para el ligando TGFα, y el 
ratón waved-2 posee una mutación puntual en el sitio de unión a ATP en el dominio tirosina 
quinasa del gen Egfr (sustitución de glicina por valina en posición 743) (Mann et al., 1993; 
Luetteke et al., 1993; Luetteke et al., 1994). Sin embargo, las alteraciones capilares observadas 
en los mutantes waved desaparecen progresivamente con los sucesivos ciclos del pelo (a partir 
de las 7-8 semanas de vida), aunque las vibrisas permanecen curvadas el resto de vida de los 
animales. Este fenotipo del pelo ondulado, consecuencia de la disminución de la señalización 
por EGFR, se ha relacionado con una interacción errónea entre la ORS e IRS del folículo, 
necesaria para una correcta proliferación y migración celular durante la elongación del pelo. El 
ligando TGFα (presente en IRS) y EGFR (expresado en ORS a partir del 5 día postnatal) 
coordinan este proceso, por lo que las disrupciones provocadas por una señalización errónea 
del EGFR, puede producir pelos con calibre irregular y una deposición celular incorrecta, o 
puede que también altere la queratinización en el folículo o en el eje del pelo (Doma et al., 
2013). En consonancia, en la Figura R-29B vemos como los pelos de los animales KO contienen 
regiones de septulación y calibre irregular. 
En el caso del animal Sur8flox/flox;K5-CreT/+, a partir de las 3 semanas aproximadamente, el 
pelo rizado degenera progresivamente apareciendo zonas de alopecia, más marcadas en la 
región dorsal (Fig. R-30). La expresión de un dominante negativo de EGFR bajo control del 
promotor K5 (K5-HERCD-533), dio lugar a animales cuyo fenotipo es muy similar al obtenido en 
nuestros ratones: los transgénicos presentan vibrisas rizadas y su primer pelaje también 
presenta apariencia ondulada. Sin embargo, al igual que en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+, el 
pelo sufre un proceso degenerativo volviéndose gradualmente más escaso y disperso tras 
varios meses, finalmente dando lugar a una severa alopecia (Murillas et al., 1995). Este mismo 
fenotipo fue observado en algunas cepas KO para EGFR, capaces de sobrevivir unas pocas 
semanas con graves anormalidades en la piel (Miettinen et al., 1995; Sibila and Wagner, 1995; 
Threadgill et al., 1995), así como en el doble KO B-RAF/C-RAF (Galabova-Kovacs et al., 2008). 
Aunque todavía no hemos profundizado en el mecanismo molecular que lleva a esta pérdida 
capilar progresiva en los KO para Sur8 en epidermis, las conclusiones de los artículos 
relacionados sugieren que los folículos fallan en la entrada en catagén y quedan en una 
aberrante fase de anagén, dando lugar a la progresiva pérdida de pelo e inflamación, 
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demostrando que la activación de EGFR es necesaria para lo progresión en el ciclo del pelo. Sin 
embargo, su activación continuada también da lugar a pérdida de pelo, apoyando la teoría de 
la necesidad de que exista un proceso cíclico switch on/off de esta vía como requerimiento 
para la correcta progresión entre las fases del ciclo del pelo (Doma et al., 2013; Mak and Chan, 
2003). 
El fenotipo intermedio observado en los mutantes waved y en ratones KO heterocigotos 
para EGFR (Miettinen et al., 1995; Sibila and Wagner, 1995; Threadgill et al., 1995), comparado 
con las alteraciones encontradas en el ratón KO de Sur8 en epidermis y en el ratón K5-HERCD-
533 (Murillas et al., 1995), sugiere que en el Sur8flox/flox;K5-CreT/+ se está produciendo una 
severa inhibición de la cascada de la señalización EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK, tal y como 
muestran los reducidos niveles de pERK obtenidos del análisis de los queratinocitos de estos 
animales (Fig. R-26C y R-34). La eliminación de Sur8, bloquearía cualquier compensación 
mediada por otros receptores EGFR o HER2/neu, también presentes en la capa basal de la 
epidermis. Sin embargo, en los ratones waved tiene lugar, probablemente, una inhibición 
parcial de la señalización mediada por EGFR ya que, en el caso del waved-1 existen otras 
moléculas que pueden compensar la falta de TGFα (como EGF, el factor de crecimiento ligado 
a heparina, betacelulina o anfiregulina), mientras que en el mutante waved-2, la mutación 
puntual en EGFR produce solo una ligera inhibición de la fosforilación de EGFR in vivo, tal como 
ocurre en los KO heterocigotos para EGFR.  
En conjunto, estos resultados indican que los folículos pilosos reaccionan de forma muy 
sensible a la modulación de la vía EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK, por lo que Sur8 es un elemento 
esencial para mantener los niveles de fosforilación de ERK, y así evitar perturbaciones en la 
actividad de esta cascada que afecten a la progresión del ciclo del pelo. 
 
3.2 HIPERPLASIA EPIDÉRMICA EN LOS ANIMALES DEFICIENTES EN SUR8  
La señalización a través de EGFR es considerada como inductora de una respuesta 
mitogénica en los queratinocitos epidérmicos. De hecho, se ha descrito que la deleción de H-, 
K- y N-Ras resulta en una parada de la proliferación de queratinocitos in vitro (quedando 
acumulados en G1 con entrada concomitante en senescencia), con inducción de la expresión 
de p15 y/o p21, bajada de c-Myc y ΔNp63 y un aumento en la expresión de K10 (Drosten et al., 
2014). En consonancia con estos datos, los resultados obtenidos con queratinocitos primarios 
KO para Sur8 in vitro, muestran una elevada expresión de inhibidores del ciclo celular (p16, 
p19 o p53) y una disminución de marcadores de proliferación (ciclina D1/D2 y PCNA), 




Involucrina) (Fig. R-23 y R-24). Sin embargo, la eliminación de Sur8 in vivo y la consecuente 
inhibición de la fosforilación de ERK, no impide un aumento de proliferación de las células 
basales de la epidermis, como muestra el marcaje de KI67 y EdU en los animales Sur8flox/flox;K5-
CreT/+ (Fig. R-32). La disminución de la fosforilación de ERK, podría resultar en una señal 
necesaria para la estimulación de la división asimétrica de las células troncales de la capa basal 
durante el proceso de estratificación de la epidermis (Lechler and Fuchs, 2005). Esta hipótesis 
iría en consonancia con nuestros resultados, ya que las células hiperplásicas expresan el 
marcador de diferenciación temprana K10 característico de células suprabasales, dando lugar a 
una diferenciación defectuosa (Fig. R-33). Este fenotipo encontrado en los animales 
Sur8flox/flox;K5-CreT/+, también aparece en el animal K5-HERCD-533, donde la epidermis 
interfolicular es marcadamente hiperplásica, con expresión de K6 (asociada a 
hiperproliferación) y  un ratio de proliferación 9 veces mayor que la de los animales control 
(Murillas et al., 1995). En los animales KO para EGFR, también existe hiperplasia de células 
suprabasales positivas para el marcador de diferenciación temprana K1 (Miettinen et al., 
1995).  
 
FIGURA D-3. EFECTO DE LA DELECIÓN DE SUR8 EN LA EPIDERMIS INTERFOLICULAR. La vía RAS/RAF/MEK/ERK se 
encuentra normalmente activada en las células troncales de la capa basal para mantener su capacidad 
proliferativa. En este modelo, la pérdida de Sur8 podría provocar la disminución de ERK fosforilado en 
estas células por una incorrecta señalización vía integrinas o a través de ligandos para RTKs del medio, 
favoreciendo la diferenciación de los progenitores y expandiendo el compartimento de células 
suprabasales que expresan marcadores de diferenciación temprana.  
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Otra hipótesis para explicar la hiperplasia en la epidermis de los animales KO para Sur8 
sería la proliferación inducida por acción de estímulos mitogénicos sobre los queratinocitos 
basales, por ejemplo las citoquinas liberadas por las células inflamatorias infiltradas (S100A8 y 
S100A9), no dependientes de la función de la vía de ERK (Lee et al., 2012). Tampoco 
descartamos que también pueda deberse a un incremento de la acción de otros factores de 
crecimiento como el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) o FGF, que en este 
contexto, señalizasen por vías independientes de RAS (como PKC, smads/TGFbeta…) y que, por 
tanto, no dependan de la función de Sur8. En línea con esta hipótesis, los resultados obtenidos 
con los queratinocitos aislados de los animales KO para Sur8, muestran un aumento en la 
fosforilación basal de AKT, en comparación con los animales control (Fig. R-27), lo que podría 
dar lugar a fenotipos asociados a una sobreactivación de esta vía en la epidermis de los 
animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+.  
 
3.3 EL ANIMAL KO DE SUR8 EN EPIDERMIS PRESENTA UNA INFLAMACIÓN GENERALIZADA 
Nuestro estudio demuestra que la presencia de Sur8 en la epidermis es esencial para el 
mantenimiento de la homeostasis de la piel y el organismo ya que, en su ausencia, los 
animales muestran un característico fenotipo de inflamación cutánea que se extiende a otros 
órganos corporales como ganglios cervicales, bazo y ganglios mesentéricos (Fig. R-36). En los 
animales K5-HERCD-533 ocurre este mismo efecto y en el animal EGFRΔep también se produce 
la inflamación de la piel (inducida por quimioquinas), en los primeros días tras el nacimiento. El 
infiltrado inflamatorio temprano en la piel de los EGFRΔep es dominado por células dendríticas, 
macrófagos, granulocitos, células mastoides y células T (Murillas et al., 1995; Lichtenberger et 
al., 2013). El potente efecto inflamatorio generado en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+, que 
provoca su sacrificio alrededor de los 5 meses de edad, podría ser efecto indirecto de la 
degeneración y necrosis de los folículos epidérmicos. Sin embargo, el análisis por citometría de 
las poblaciones celulares que componen los órganos afectados en estos animales, sugiere un 
efecto directo de la eliminación de Sur8 (datos no mostrados). En concordancia, en el trabajo 
de Lichtenberger y colaboradores, el cruce de los ratones EGFRΔep con animales en un fondo 
hairless, no rescata el fenotipo inflamatorio, sugiriendo que se trata de un efecto directo de la 
inhibición de la activación de ERK en algún órgano en el que K5-Cre también se expresa 
(Lichtenberger et al., 2013). Aunque no existe un registro de la actividad recombinasa de la Cre 
en diferentes tejidos, dirigida por esta secuencia concreta del promotor de la K5, existen una 
gran variedad de artículos que describen fenotipos relacionados con el sistema inmune 




células del timo, lo que podría explicar el fenotipo de regresión tímica por apoptosis 
generalizada encontrada en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+ (Anexo 8) (Byrne and Fuchs, 1993). 
Estos efectos tras la pérdida de Sur8 en epidermis, son contrarios a los obtenidos en 
queratinocitos infectados in vitro con adeno-Cre, en los que vemos que algunos de los genes 
que controlan la inflamación (TNF-α, S100A9) están menos expresados en los queratinocitos 
KO para Sur8, sugiriendo un papel proinflamatorio de Sur8 in vitro (Fig. R-25). Sin embargo, los 
efectos secundarios observados en pacientes de cáncer epitelial metastásico tratados con 
anticuerpos monoclonales contra EGFR (Cetuximab, Panitumumab) o moléculas pequeñas 
inhibidoras de la actividad tirosina quinasa del EGFR (Gefitinib, Erlotinib), recuerdan a los 
fenotipos observados en los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+. Frecuentemente, los pacientes 
presentan toxicidad de la piel entre los primeros días y semanas de la terapia: inflamación 
cutánea (erupción, sarpullido), infecciones bacterianas cutáneas por una deficiente función 
barrera de la piel, y apariencia ondulada del cuero cabelludo con degeneración de los folículos 
pilosos, asociado a un descenso en los niveles de pEGFR y pERK (Pastore et al., 2005).   
  
3.4 EL KO DE SUR8 EN EPIDERMIS PRESENTA CRECIMIENTO REDUCIDO Y ANORMALIDADES OCULARES  
Los animales Sur8flox/flox;K5-CreT/+, son considerablemente más pequeños que sus 
hermanos de camada y que los animales heterocigotos (Fig. R-28). Esta observación podría ser 
un efecto indirecto de la pérdida de Sur8 en epidermis y/o de la inhibición de la vía de ERK, o 
de la malformación en el labio inferior (con la ulceración asociada al hocico), que les impida 
comer adecuadamente. Otra hipótesis iría en relación con la expresión de K5 descrita en el 
estómago, esófago o lengua,  por lo que la pérdida de Sur8 en estos órganos podría influir 
directamente en el tamaño de los animales (Byrne and Fuchs, 1993). Los otros mutantes 
señalados, waved-1, HERCD-533 y EGFRΔep, presentan también un fenotipo similar de menor 
tamaño (Mann et al., 1993; Luetteke et al., 1993; Murillas et al., 1995; Lichtenberger et al., 2013). 
Adicionalmente, los animales KO presentan anormalidades oculares que pueden deberse 
a fallos en la fusión prenatal de los párpados, ya que estos animales presentan los ojos 
abiertos al nacer (Fig. R-37) (Bennett and Gresham, 1956). Aunque como ya hemos comentado 
no existe un registro concreto de la actividad recombinasa del animal transgénico K5-Cre 
generado por Tarutani y colaboradores (Tarutani et al., 1997), sí que existen datos que 
demuestran la expresión del promotor endógeno K5 en la córnea del ojo (Byrne and Fuchs, 
1993). Aunque la queratitis y la microftalmia son patologías relativamente frecuentes en la 
cepa murina C57, el número de animales afectados por genotipo es concluyente. La 
variabilidad en el grado de afectación y en la incidencia de las anormalidades oculares, 
sugieren que pueden estar ocurriendo patologías secundarias añadidas como daño físico o 
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infección, que contribuyan finalmente a la formación de úlceras de la córnea con la 
contracción asociada a la perforación del globo. Del mismo modo, algunos de los animales 
waved-1 y -2, los que expresan el dominante negativo HERCD-533 y los EGFRΔep, presentan 
párpados abiertos al nacer y un mal desarrollo ocular, que deriva también en opacidad corneal 
con la edad (Mann et al., 1993; Luetteke et al., 1993; Murillas et al., 1995; Lichtenberger et al., 2013).  
 
4.  INFLUE NCIA DE LA FU NC I ÓN DE  SUR8  EN E L  MA NT ENIMIENT O DE  LA  HOME OST ASIS  
DEL ORGA NI SM O ADU LTO    
Debido a que Sur8 es esencial en el desarrollo embrionario (Yi et al., 2010), el efecto de 
su deleción después de la embriogénesis no se ha estudiado anteriormente. En esta tesis 
doctoral, hemos demostrado que la deleción de Sur8 en animales adultos, induce una 
aparición acelerada de una serie de fenotipos relacionados con envejecimiento que podrían ir 
ligados a la reducción del número de células troncales y progenitoras y/o el agotamiento de la 
capacidad de renovación tisular para el mantenimiento de la homeostasis del organismo 
(López-Otín et al., 2013).   
Uno de los fenotipos más característicos de los animales Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+ es el 
encanecimiento generalizado (Fig. R-40A). Esta alteración, asociada a con los melanocitos 
intercalados en los folículos, se ha relacionado con la señalización vía B-RAF y C-RAF como 
factor necesario para el mantenimiento de la capacidad stem de los melanocitos en su nicho, 
siendo dispensables durante el desarrollo temprano del linaje melanocítico (Nishimura et al., 
2005; Valluet et al., 2012). En estos trabajos se sugiere que la pérdida progresiva de los 
melanocitos troncales en el bulge no parece estar asociado a una diferenciación prematura de 
estas células aunque sí parece verse afectada la entrada en la fase S del ciclo celular en los 
animales KO para B-RAF y C-RAF, sugiriendo que la señalización por ERK puede controlar 
directamente la división asimétrica de los melanocitos troncales durante el anagén folicular 
(Valluet et al., 2012).   
Entre otros fenotipos, destacan los defectos neuromusculares que conllevan falta de 
coordinación, temblores y fallo en el reflejo plantar durante el test TST (Fig. R-41A). A lo largo 
del desarrollo neural, está bien establecido que la vía RAS/RAF/MEK/ERK juega un papel muy 
importante en la regulación tanto de la proliferación como de la diferenciación de células 
neurales, dependiendo de la intensidad y duración de la señal, por lo que la cinética de 
activación de ERK es crucial en la determinación del destino neuronal (Fukuda et al., 1995; 
Ebisuya et al., 2005). En esta línea, nuestro grupo ha demostrado recientemente la 




diferenciación in vitro de la línea celular PC12, empleada como modelo de neuronas simpáticas 
y que responde de forma reversible a NGF (León et al., 2014). También se ha publicado un 
trabajo en el que se muestra como Sur8 está reprimido durante la diferenciación de los 
progenitores neurales in vitro y en el cerebro en desarrollo de embriones de rata. Además, 
sugieren que Sur8, a través de la modulación de la vía de ERK, es un potencial factor 
intracelular para el mantenimiento de la multipotencia y la capacidad de autorenovación de 
células madre neurales, y potencialmente de otras células troncales como las endoteliales o 
mesenquimales (Moon et al., 2011). Sin embargo, en nuestro modelo, la eliminación de Sur8 
está inducida en animales recién destetados por lo que podría afectar solamente a los nichos 
de células madre neurales en adulto (zona subventricular e hipocampo). En este sentido, se ha 
descrito un papel esencial de B-RAF en la maduración de los oligodendrocitos y en la 
mielinización durante el desarrollo postnatal del Sistema Nervioso Central. Ratones KO para B-
RAF bajo control de la recombinasa Cre con el promotor Nestina (Nestin-Cre, expresado en 
células madre neurales), muestran una severa desmielinización, diferenciación errónea de los 
oligodendrocitos y disminución de la activación de ERK en el cerebro (Galabova-Kovacs et al., 
2006). La descripción de que tanto M-RAS como Sur8 se encuentran mayoritariamente en 
cerebro (Kimmelman et al., 1997; Selfors et al., 1998) podría sugerir una función importante 
de Sur8 en este órgano y relacionarla, además, con algunas enfermedades 
neurodegenerativas.  
Una posible consecuencia de los daños neuronales producidos por la falta de Sur8 podría 
ser la presencia de una disfunción en la vejiga, como vemos en algunos animales que han 
fallecido. Este fenotipo podría estar relacionado con la llamada vejiga neurogénica, que asocia 
esta disfunción con un trastorno o lesión neurológica. Sin embargo, esta disfunción también 
puede deberse a enfermedades como la diabetes mellitus, por lo que no podemos descartar 
que el aumento de peso en los animales Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+ esté relacionado, a su vez, 
con esta patología (Fig. R-41B). En esta misma línea, se ha descrito que la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) está selectivamente incrementada en el tejido adiposo de 
ratones obesos y que este aumento de estrés oxidativo en el tejido graso es un mecanismo 
clave en la aparición de la resistencia a insulina relacionada con la obesidad, afectando al 
metabolismo de la glucosa en otros órganos como el músculo o las células β del páncreas. 
Además, el incremento en la secreción de citoquinas proinflamatorias por el tejido adiposo 
contribuye a esta resistencia a insulina (Furukawa et al., 2004). 
El análisis en profundidad de los animales Sur8flox/flox;UBC-CreERT2 T/+, irá en la dirección de 
verificar el estado de los nichos de células troncales presentes en los diferentes tejidos adultos. 
Es esperable que los tejidos de alta renovación o los órganos particularmente vulnerables a 
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perturbaciones en la actividad RAS/RAF/MEK/ERK sean los más afectados, aunque es posible 
que en determinados sistemas no haya fenotipos aparentes por la compensación con otras 
moléculas u otros sistemas ligando/receptor. Por otro lado, habría que tener en cuenta que 
Sur8, por lo descrito anteriormente, podría tener funciones más allá de la vía de ERK, como las 
relacionadas con su función en el núcleo celular, por lo que quizás no todos los fenotipos 
encontrados en estos animales podrían explicarse a través de la regulación de la vía 
RAS/RAF/MEK/ERK.  
 
5.  EXPRE SI ÓN DE SU R8  EN MUESTRA S HUMA NAS DE SCC  Y  P SORIA SI S   
En humanos las enfermedades epiteliales tienen una elevada incidencia en la población, 
afectando al 30%-70% de los individuos, y englobando una gran variedad de patologías entre 
las que se encuentra la psoriasis y el cáncer de piel no-melanoma (Hay et al., 2010). La 
psoriasis es una enfermedad inflamatoria crónica de la piel que produce lesiones escamosas. 
Aunque existe una amplia variabilidad clínica y evolutiva, es común la hiperplasia epidérmica 
por un aumento de la población germinativa, y el infiltrado inflamatorio de la dermis. La 
inflamación viene mediada por linfocitos T CD4+ y los queratinocitos, que liberan citoquinas 
que estimulan la proliferación de las células epidérmicas (Griffiths and Barker, 2007). Por otro 
lado, el SCC y el carcinoma de células basales (BCC) suponen el 20-25% de los tumores 
malignos cutáneos, siendo los tumores más frecuentes tras el melanoma. El SCC, a diferencia 
del BCC, es altamente metastásico, y se desarrolla a partir de las células del estrato espinoso 
de la epidermis, pero también de las células escamosas que se encuentran en el recubrimiento 
de órganos como el aparato respiratorio y digestivo.  
El cambio de localización subcelular de Sur8 que tiene lugar tanto en las muestras 
humanas de pacientes con psoriasis como con BCC, sugiere, tal y como planteamos en esta 
tesis doctoral, que Sur8 podría desempeñar distintas funciones según se halle en un lugar u 
otro de la célula (Fig. R-42 y R-43). Su presencia en membrana plasmática puede estar ligada a 
la formación de la capa córnea y su presencia en algunos núcleos de células de la capa basal 
puede ir ligada a sus funciones relacionadas con transcripción, procesamiento del RNA, ciclo  
celular, etc. La observación de que las formas fosforiladas de varias MAPK como ERK1/2, p38 y 
JNK se encuentran elevadas en las placas psoriáticas relaciona estas proteínas, y sus cascadas 
de activación, con la patofisiología de la psoriasis (Johansen et al., 2002; Takahashi et al., 
2005).  Del mismo modo, las mutaciones activantes de RAS son muy frecuentes en los 
SCC, lo que podría favorecer la localización de Sur8 en el citoplasma para llevar a cabo su 
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Las principales conclusiones extraídas de esta Tesis se resumen a continuación: 
 
1. La supresión de Sur8 bloquea la transmisión de la señal inducida por factores de 
crecimiento como EGF o VEGF, provocando la alteración de los procesos de adhesión, 
disminuyendo la proliferación y afectando a la viabilidad de células HUVEC, junto con 
el bloqueo de la migración en células HeLa. 
 
2. La localización del mutante Sur8 S2G (responsable de un tipo de síndrome de Noonan 
con cabello anágeno suelto) en regiones de balsas lipídicas de membrana plasmática, 
no es capaz de potenciar la activación de ERK dependiente de la estimulación por 
factores de crecimiento como el EGF o FGF. 
 
3. La presencia de Sur8 en el núcleo celular está relacionada con una posible función en 
transcripción y procesamiento del pre-mRNA.  
 
4. La deficiencia de Sur8 en queratinocitos murinos in vitro provoca el descenso de 
marcadores relacionados con proliferación, simultáneamente a un aumento en 
marcadores de diferenciación celular. Los efectos derivados de la supresión de Sur8 in 
vivo en epidermis parecen relacionarse con una pérdida de la activación de ERK y 
resultan en alteraciones en el ciclo del pelo dando lugar a alopecia, hiperplasia de la 
epidermis con aumento de la expresión de K10, defectos oculares, reducción del 
tamaño de los animales y una inflamación generalizada que ocasiona sus muerte 
alrededor de los 6 meses de edad. 
 
5. Sur8 en el organismo adulto es esencial para el mantenimiento de la homeostasis de 
los tejidos y su regeneración, provocando su pérdida la aparición de fenotipos 
relacionados con envejecimiento como el encanecimiento y progresiva pérdida del 
pelo, aumento de peso o defectos neuromusculares. 
 
6. La expresión de Sur8 en muestras de pacientes de psoriasis y SCC indica un cambio en 
la localización subcelular de esta proteína hacia citoplasma en las células afectadas, 
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The main conclusions of this thesis are summarized below: 
 
1. Sur8 knockdown blocks the signal transmission induced by growth factors such as EGF 
or VEGF, resulting in impaired adhesion processes, reducing proliferation and affecting 
viability in HUVEC cells, along with blocked migration in HeLa cells.  
 
2. The location of Sur8 S2G mutant (responsible for a type of Noonan syndrome with 
loose anagen hair) in lipid rafts regions of the plasma membrane, is not able to 
enhance the activation of ERK in spite of the stimulation by growth factors such as EGF 
or FGF.  
 
3. The presence of Sur8 in the cell nucleus is related to a possible role in transcription and 
pre-mRNA processing. 
 
4. Sur8 deficiency in murine keratinocytes in vitro causes lowering of proliferation-related 
markers simultaneously leading to an increase in cell differentiation markers. The 
effects of the suppression of Sur8 in vivo in epidermis seem to relate to a loss of ERK 
activation and result in hair cycle alterations leading to alopecia, hyperplasia of the 
epidermis with increased expression of K10, eye defects, limiting the size of the 
animals and widespread inflammation that causes its death after around 6 months. 
 
5. Sur8 is essential in the adult organism for the maintenance of tissue homeostasis and 
regeneration, causing its suppression the appearance of aging related phenotypes as 
graying and progressive hair loss, weight gain or neuromuscular defects. 
 
6. Sur8 expression in patient samples of psoriasis and SCC shows a different subcellular 
location of this protein to cytoplasm in the affected cells, reflecting the different roles 
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ANEXO 1. LA DEPLECIÓN DE SUR8 INDUCE MUERTE CELULAR EN HUVEC EN CONDICIONES MIGRATORIAS. Imágenes de 
microscopio óptico de células HUVEC a las 2h, 6h y O/N de realizar la herida. (A) Células en ayuno 
crecidas en alta confluencia sobre cristales tratados con colágeno tipo I. En el histograma se representa 
la cuantificación del área libre de células que queda en la herida a lo largo del tiempo en células sin Sur8 
o células control; Células tratadas con VEGF (50 ng/ml) (B), FS 10% (C) o S1P (0,1 μM) (D), en medio 0,5% 
BSA-DMEN. Fotografías tomadas a las 6h. Experimento representativo de dos ensayos independientes. 
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ANEXO 2. ANÁLISIS DE LA LOCALIZACIÓN DE SUR8 EN MICRODOMINIOS DE MEMBRANA PLASMÁTICA TRAS ESTIMULACIÓN 
CON EGF. Separación en gradientes de sacarosa de extractos de células HEK 293T transfectadas con 
pCEFL-KZ-AU5-Sur8 wt, pEF1-Sur8 S2G-MYC o pCEFL-KZ-AU5-MYR-Sur8 y que se deprivaron de suero 
durante 16h antes de su estimulación con EGF (50 ng/ml, 10 min). LT: Lisado total. El análisis por WB se 
realizó usando, como anticuerpos primarios, α-AU5 para detectar Sur8 wt y MYR-Sur8 o α-MYC para la 
detección de Sur8 S2G, y α-Transferrina y α-Caveolina como controles de los distintos microdominios de 
membrana. Este experimento se realizó tres veces con similares resultados. 
 
 
ANEXO 3. DISTRIBUCIÓN DE SUR8 EN CÉLULAS HELA TRANSFECTADAS. Imágenes de microscopía confocal de 
células HeLa transfectadas con pCEFL-KZ-HA-Sur8 wt, mantenidas en cultivo con FS 10%. Se empleó α-
Sur8, seguido de α-conejo Alexa Flúor como anticuerpo secundario para la visualización de Sur8. 







































ANEXO 4. ESTUDIO DE LA EXPORTACIÓN DE P65 DESDE EL NÚCLEO CELULAR. Células NIH3T3 (A) y HeLa (B) 
mantenidas en condiciones normales de cultivo, fueron tratadas con o sin Leptomicina B a diferentes 
concentraciones (10 ng/ml o 60 ng/ml) y tiempos (4h-O/N). La detección de p65 se realizó con α-p65 y 
α-conejo Texas Red. Los núcleos fueron teñidos con DAPI.  
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ANEXO 5. EXPRESIÓN DE SUR8 EN LÍNEAS RT112-CONTROL Y RT112-FGFRI. (A) Análisis por qRT-PCR del mRNA 
SUR8 en RNA aislado de cultivos de células RT112-control y RT112-FGFRI. La expresión de SUR8 se 
normalizó respecto a GAPDH. Las barras de error muestran la desviación estándar. ***: p<0.001.; (B) 
Detección por WB de Sur8 y βactina como control de carga, empleando los anticuerpos primarios α-Sur8 
y α-βactina respectivamente. Se incluye un extracto celular de HEK 293T transfectadas con pCEFL-KZ-





ANEXO 8. REGRESIÓN DEL TIMO EN LOS RATONES KO PARA SUR8 EN EPIDERMIS. Secciones de timo de animales de 5 
meses de edad teñidas con H&E. En el animal Sur8
flox/flox
 se indican las zonas correspondientes a la 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































     
  
      
 
                     
